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Resuumen

Este trabajo se enfoca en la codifucacion periférica y central temprana de las imégenes
eléctricas; por un lado la codificacion de los electrorreceptores y por otro lado la respuesta
del primer relé sensorial, el l6bulo eléctrico.

Por primera vez, hasta donde sabemos, se realizé la exploracién de la descarga y/o
codificacién de los electrorreceptores en un gymnotiforme de descarga pulsatil mediante
estimulos naturales.

El principal hallazgo de esta etapa del procesamiento electrosensorial, es que la respues-
ta de los electrorreceptores se ve mas afectada cuando cambia la energia total y el curso
temporal del pulso, que cuando sélo cambia la energia total del pulso. Esta modificacién
fue realizada colocando objetos capacitivos frente al campo receptivo del electrorreceptor
mientras el pez descargaba de forma natural. Por otro lado, encontramos que la relacion
entre la latencia y el intervalo es lineal, por lo que estas dos posibles formas de codificacién
estarian codificando la misma informacién de manera redundante.

Con respecto a las neuronas del 16bulo eleé¢trico, encontramos distintos fenotipos elec-
trofisiolégicos. Las diferentes neuronas pueden ser clasificadas segun el patrén post-DOE
de descarga y no sélo por su respuesta a estimulos (“On” u “Off”) como en gymnotiformes
de onda.

También observamos que diferentes neuronas del 16bulo eléctrico podrian codificar los
cambios en el estimulo utilizando cédigos diferentes.

Por ultimo, encontramos que las neuronas del l6bulo eléctrico tienen dos tipos de adap-
tacion, una rapida y una lenta.

Los resultados de esta tesis fueron publicados en Pereira y col. 2014; Rodriguez-Cattaneo
y col. 2017a; Rodriguez-Cattaneo y col. 2014, 2017b, los cuales se adjuntan.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. El sistema electrosensorial

Los animales poseen estructuras especializadas compuestas por células excitables (re-
ceptores sensoriales) que responden con un cambio de su actividad frente a variaciones
de uno o mas parametros de una forma de energia especifica. Estos receptores sensoria-
les informan al sistema nervioso central acerca del cambio, dando origen a experiencias
perceptuales y modificaciones del comportamiento. La sensibilidad especifica de los re-
ceptores sensoriales y su conexionado con el sistema nervioso determinan una modalidad
sensorial. A los receptores involucrados con cada modalidad se los denomina de acuerdo
a su selectividad mecanorreceptores, fotorreceptores, termorreceptores quimiorreceptores,
electrorreceptores, etc.

Ningin animal es capaz de responder a todas las formas energéticas, ni tampoco cu-
brir todo el rango de los diversos pardmetros de cada forma energética (i.e., a todas las
frecuencias de luz o sonido, a todas las intensidades de presién o a todos los tipos de
estimulos quimicos). Por el contrario, los sistemas sensoriales son selectivos; la evolucién
hubo de adaptar los sistemas sensoriales de cada especie para responder solo a los parame-
tros energéticos que contienen la informacién necesaria para la supervivencia de la especie.
Tinbergen (1951) ha definido el “Merkwelt” o “ universo perceptual” como la capacidad
de cada individuo de representar el mundo desde el punto de vista sensorial: “ cada animal
tiene su propio mundo perceptual y este universo difiere de su entorno tal cual nosotros lo
percibimos, lo cual es lo mismo que decir: de nuestro propio mundo perceptual”

Entre las modalidades sensoriales desarrolladas por los peces, aparece la electrorre-
cepcién. Algunas especies han desarrollado receptores capaces de detectar la diferencia
de potencial a través de su piel (electrorreceptores). Esta modalidad permite a los peces
detectar la presencia de presas o predadores utilizando la informacion derivada de las co-
rrientes eléctricas generadas por la actividad muscular y/o nerviosa de los animales. Se
considera que aproximadamente 30 % de las especies de peces poseen esta capacidad. A
esta modalidad de electrorrecepcion se le llama electrorrecepcion pasiva y estd mediada
por los llamados receptores ampulares.
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Dos familias de peces, los Gymnotiformes en América del Sur y los Mormyriformes
en Africa han desarrollado en forma paralela un sentido electrosensorial activo. Los peces
eléctricos (asi son llamados estos dos grupos) generan un campo eléctrico en el agua a
través de su 6rgano eléctrico (OE). Estos peces ademds poseen un sistema especializado
de receptores en la piel, los electrorreceptores tuberosos, que informan al animal de la
intensidad de la corriente generada por la descarga del OE (DOE), en cada punto de la
piel. Los objetos cercanos a la piel con impedancia diferente al agua provocaran distorsiones
de diferente intensidad, lo cual es evaluado inicialmente por los receptores y ulteriormente
en diferentes regiones cerebrales especializadas de dicho sistema (Caputi y col. 2002; Scheich
y Bullock 1974; Szabo y Fessard 1974).

Estos peces también utilizan la DOE para comunicarse. Las diferencias inter-especificas
en las formas de onda sirven como mecanismos de aislamiento reproductivo precopulatorio
mientras que las diferencias intra-especificas sirven como signo de género y también para
determinar la jerarquia entre machos.

Los peces eléctricos también son capaces de seguir lineas de campo de un pulso emi-
tido artificialmente (similar al emitido por un congénere) hasta encontrar la fuente de la
misma (Shieh y col. 1996). Esto indica que los electrorreceptores utilizados en la electro-
rrecepcién “activa” son utilizados para la electrorrecepcion “pasiva” de senales emitidas
por congéneres.

Los campos eléctricos producidos por varias especies de estos animales pueden ser
divididos en dos categorias distintas: descargas de “onda”, consistentes en una variacion
de voltaje continua casi sinusoidal y descargas de “pulso” consistentes en una serie de
descargas cuya duracién es corta con relacién al intervalo entre descargas (Bullock 1974).

La frecuencia fundamental de la sinusoide generada por una especie de onda varia en
un determinda rango, segun la especie (por ejemplo, para los individuos de Eigenmannia
virescens la frecuencia fundamental estd entre 250 a 600 Hz Scheich 1977), pero es constante
(o el rango es mucho menor) para un individuo de esa especie. En algunas especies como
Apteronotus albifrons la frecuencia fundamental de la onda puede superar 1 KHz.

En los peces de pulso, por otro lado, si bien descargan mas lento, los pulsos tienen un
espectro de frecuencia con considereble energia alrededor de los 800 Hz en Gymnotus carapo,
llegando a 3 KHz en Gymnotus coropinae (Castell6 y col. 2009; Rodriguez-Cattaneo y col.
2008). En Gymnotus omarorum, la especie estudiada en esta tesis, el pico de frecuencia
esta alrededor de 500 Hz.

Estas dos estrategias de “electrificar” el ambiente implican diferencias estructurales y
fisiologicos en el OE, en los receptores y también en los centros neurales que procesan la
informacion reaferente.

1.1.1. Codificacion periférica

Estudios sobre las propiedades de filtro de los receptores de las especies de onda mues-
tran que los electrorreceptores se ajustan a la frecuencia fundamental de la onda emitida
por el individuo (Hopkins 1976). Los receptores de los gymnotiformes de onda son de dos
tipos: T y P (Scheich y col. 1973). Bajo condiciones naturales los receptores T (por “Time
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coders” en inglés) disparan de manera regular, en fase con descarga del 6rgano eléctrico
(DOE), independientemente de la amplitud del estimulo, por lo que codifican la informa-
cién temporal vinculada a la ocurrencia del estimulo. La probabilidad de descarga de los
receptores P (por “Probability coders” en inglés) en cada ciclo depende de la intensidad
del estimulo, por lo que codifican la amplitud del mismo.

En los peces de pulso también se encuentran dos tipos de electrorreceptores: PM (por
“pulse markers” en inglés, equivalentes a los T en cuanto codifican informacién relativa
a la ocurrencia de la DOE, Szabo y Fessard 1974) y los que codifican la informacién
relativa a la intensidad del estimulo. En este caso los axones descargan un tren de espigas
cuya duracién se correlaciona con la intensidad del estimulo (llamados “burst durations
coders” en inglés, denominados BDC en algunos articulos, pero en esta tesis usararemos la
nomenclatura utilizada por Bullock (Bullock y col. 1982), que los llama receptores tipo B).
Los T responden de la misma manera que en los peces de onda, codificando la ocurrencia
del estimulo con una séla descarga, utilizan un cédigo de latencia con precisién del orden
de los ps. La amplitud del estimulo puede modificar la latencia. Estos receptores hacen
sinapsis con las células esféricas del 16bulo eléctrico, las cuales a su vez tienen un tnico
ax6n hacia el nicleo Magnocelularis, constituyendo la denominada “via rapida” (Castello
y col. 1998; Matsushita y col. 2013; Szabo y col. 1975).

Los receptores B (Bullock 1969; Szabo y Fessard 1974) en gymnotiformes de pulso
fueron estudiados principalmente por Bastian en la década de los 70 y por Hopkins en los
90’. Encontraron que estos receptores responden con un tren de espigas al ser estimulados.
Por lo que estos receptores son ideales para registrar pequenos cambios en la amplitud de
la DOE, con al menos tres parametros: el nimero de espigas en el tren, la latencia de la
respuesta y el intervalo inter-espiga intra-tren. Bastian (Bastian 1976; Watson y Bastian
1979) dividi6 esta categoria de electrorreceptores en tres subcategorias sobre la base del
umbral de sus respuestas a distintas frecuencias. Los receptores de baja frecuencia (LF, por
Low Frequency) tienen su menor umbral a estimulos menores a 100 Hz. Los de Banda ancha
(WB, wide band), que mostraron curvas de sintonia muy planas, con umbrales constantes
para un amplio rango de frecuencias, que iban de 125 Hz hasta 1 KHz. La tercer categoria es
la de banda angosta (NB, narrow band). Como su nombre lo indica respondian a una banda
mas pequena de frecuencias, aunque si tenemos en cuenta la poblacion, esta subcategoria
también tenia sus umbrales mas bajos para un gran rango de frecuencias, desde 500 a 2000
Hz.

En los peces mormiriformes de pulso (familia Mormyridae) ademads de los electrorrecep-
tores ampulares, se han descrito otros dos subtipos de electrorreceptores llamados mormiro-
mastos y knollen 6rganos (denominados receptores tipo K, en Bullock y col. 1982). Dentro
de los mormiromastos se encuentran a su vez dos tipos de células receptoras inervadas por
aferentes distintas (aferentes A y B, Bell et al., 1989). Los mormiromastos tipicamente
descargan un tunico potencial de accion por DOE y la latencia de esta espiga respecto a
la DOE depende de la intensidad del estimulo. A su vez, los receptores K descargan una
Unica espiga en fase con la DOE y por lo tanto codifican cambios en la frecuencia de la
DOE. Los receptores K individuales son selectivos a la polaridad del estimulo, por lo que la
diferencia de latencia entre lados opuestos del pez informan al pez receptor sobre la forma
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de onda del emisor (Hopkins y Bass 1981). Por dltimo, en los mormiriformes de onda se
han descrito los receptores O y los receptores S que codifican la amplitud y la frecuencia
de la DOE respectivamente. Mientras que los receptores O exhiben propiedades similares a
los receptores P de los gymnétidos de onda, los receptores S son similares a los receptores
T de estos peces (Chacron y col. 2011; Kawasaki 2005).

Los estudios electrofisiolégicos previos sobre la respuesta de los dos tipos de receptores
tuberosos en peces gymnotiformes de pulso (foco de este trabajo) fueron hechos en su ma-
yoria con el animal curarizado y estimulos artificiales. Ademas, generalmente se utilizaron
métodos previamente disenados para los peces de onda: estimulos sinusoidales y posterior
correlacién entre los componentes de frecuencia del pulso y del mejor estimulo.

Sabemos, por estudios comportamentales previos (Caputi y col. 2003) que la sensibili-
dad a cargas capacitivas es mucho mayor que a las resistivas, ya que objetos capacitivos
evocan respuestas de novedad mayores que las resistivas.

Cuando se modifica experimetalmente la resistencia del objeto, el RMS de la LEOD
aumenta hasta tres veces desde la resistencia mas alta hasta la mas baja. En este caso la
forma de onda practicamente no cambia. Cuando se modifica la capacitancia del objeto,
ademas de cambiar el RMS de la LEOD, la forma de onda sufre importantes cambios: la
onda negativa inicial (V;) disminuye su amplitud y la onda negativa final (V,) aumenta
(figura 3.1C). Esto conlleva un aumento en la proporcién de altas frecuencias en el espectro
de potencias y un corrimiento de fase de la LEOD, lo cual es importante para entender la
fisiologia de los receptores (Cilleruelo y Caputi 2012).

En este estudio reportamos resultados obtenidos en condiciones mas naturales que los
anteriores, ya que el estimulo es la DOE autogenerada, modificada por la presencia de
objetos de distinta impedancia (puramente resistivos, puramente capacitivos y en algunos
casos una combinacién de ambos).

Nuestro diseno experimental se enfoca principalmente en la exploracién de la respuesta
de los receptores al explorar el ambiente y no tanto para la funcion de comunicacion
y/o navegacién, ya que utilizamos estimulos locales. De todas formas, no hay evidencia de
fibras eferentes sobre los receptores que medien anticipacién, descarga corolario o inhibicién
lateral, por lo que la codificacion para las otras funciones a este nivel no tendria porqué ser
diferente.

1.1.2. Procesamiento central de la informacion electrosensorial

El primer sitio de procesamiento de la informacion electrosensorial es el 16bulo eléctrico
(LE), localizado en la regién dorso-lateral del tronco encefdlico. Es una estructura tipo
cerebelosa, laminada, que contiene al menos 11 tipos celulares. El LE es el unico sitio
que recibe proyecciones de los electrorreceptores (Maler y col. 1981; Réthelyi y Szabo
1973). Estéd dividido en cuatro regiones o mapas (pisciculos) contiguos, cada una con el
mismo patrén laminado. El mapa méas medial recibe la entrada de los receptores ampulares
(pasivos, en el sentido que son capaces de responder a muy bajas frecuencias, las cuales
son caracteristicas de los campos eléctricos generados por cualquier actividad muscular
y/o nerviosa (i.e, de una presa quiescente entre raices de camalotes). Cada uno de los
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otros tres segmentos, denominados centro medial (CM), centro lateral (CL) y lateral (L)
reciben una proyeccién somatotépica de los electrorreceptores tuberosos (Carr y col. 1982;
Heiligenberg y Dye 1982), los cuales se trifurcan. Cada tipo de receptor proyecta sobre
dos grupos celulares distintos, los receptores PM, como se dijo proyectan sobre las células
esféricas constituyendo la via rapida mientras que los receptores B proyectan sobre distintas
células de una red tipo cerebelosa, la cual es denominada via lenta. Por la via lenta llega
informacion de mas alta frecuencia, sobre las modulaciones generadas por la propia DOE
y de otros peces eléctricos. En el caso de los mormiridos, cada mapa recibe informacion de
un tipo diferente de electrorreceptor (Bell y col. 1989).

Las células de salida del LE pertenecientes a la via lenta proyectan sus axones eferentes
hacia al menos tres estructuras, 2 mesencefalicas: el Torus semicircularis y el nicleo Prae-
minentialis (Prae). Estas tltimas, a su vez, envian senales de feedback al LE de manera
directa e indirecta a través del cerebelo.

En los mormiriformes de pulso, las fibras aferentes de los mormiromastos que respon-
den a cambios en la amplitud del estimulo terminan somatotopicamente en las capas mas
profundas de las zonas medial y dorsolateral del LE (Bell y col. 1989), donde establecen
contactos sindpticos con diferentes neuronas (Bell y Maler 2005). Entre estas se destacan
las células ganglionares medias (interneuronas inhibitorias tipo-Purkinje que terminan lo-
calmente sobre las células eferentes del LE, muy numerosas y con miltiples dendritas y
espinas en la capa molecular del LE (Bell y col. 1997; Meek y col. 1996) y las células
eferentes del LE (células ganglionares grandes y células fusiformes grandes) cuya activi-
dad es fuertemente afectada por la entrada aferente desde la periferia. En ambos tipos
de células, se distingue un subtipo que es inhibido por el estimulo electrosensorial (célula
ganglionar media MG1 y célula eferente del LE ganglionar grande) y otro que es excitada
por el mismo estimulo (célula ganglionar MG2 y célula eferente del LE fusiforme grande
Bell y Grant 1992; Bell y col. 1997). En el LE de los mormiridos se han descrito otros
tipos de interneuronas como las células granulares, las células estrelladas y las células fu-
siformes medias (Meek y col. 1996). Una caracteristica particular de esta familia de peces
es la existencia de una descarga corolario asociada al comando motor que desencadena a
la DOE. A nivel del LE, la informacién descendente provista por la descarga corolario se
integra a la entrada reaferente de origen periférico desde los electrorreceptores activados
por la DOE (Bell y Grant 1989; Bell 1981, 1982; Zipser y Bennett 1976). Tanto las células
ganglionares medias como las células eferentes del LE reciben la entrada electrosensorial,
via las células granulares del LE, sobre sus dendritas basilares. A su vez, ambos tipos de
células presentan dendritas apicales que se extienden en la capa molecular del LE donde
establecen contacto con las fibras paralelas originadas en la eminencia granularis posterior
(EGp). De esta forma, estas células son capaces de integrar las dos entradas principales del
LE ((Bell y Grant 1992; Bell y col. 1997; Caputi y col. 2003; Mohr y col. 2003)). Los efectos
de la descarga corolario sobre las unidades del LE son plasticos Bell y Grant 1992). La
modulaciéon plastica de las propiedades de integracién de las células ganglionares medias
jugarian un rol central en el procesamiento de las senales del LE.

Se ha demostrado que las estructuras sensoriales tipo cerebelosas de los mormiriformes
de pulso, los gymnotiformes de onda y los peces elasmobranquios generan una imagen
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negativa previsible a partir de la historia previa de la entrada sensorial. Son por lo tanto
un sistema predictor. Esta imagen negativa que predice la entrada sensorial al integrarse con
la entrada real elimina sus caracteristicas predecibles, permitiendo que las caracteristicas
que no se prevén se destaquen con mayor claridad (Bell 2001; Bell y col. 1993, 1997; Pereira
y col. 2005).

En gymnotiformes de pulso, los estudios previos en el LE son muy escasos, enfocados
en potenciales de campo (Pereira y col. 2005) y uno muy preliminar con unidades (Schlegel
1973).

Estos estudios mostraron que hay un patrén post-DOE de activacién del LE y que
algunos componentes de dicho patrén presentan adaptacion al variar el estimulo.

Desde el punto de vista estructural, el LE es més similar al de sus primos cercanos, los
gymnotidos de onda (mucho mejor estudiados). Pero su régimen de estimulacién (pulsétil)
es muy similar al que reciben los bien estudiados mormiridos de pulso, que tienen un LE
que evolucion6 de manera independiente y convergente.

El hecho de que dos circuitos tan similares y homdlogos funcionen bajo regimenes
de estimulacion tan diferente, sin haber cambiado su estructura, puede poner a prueba
los limites de procesamiento de los sistemas cerebelosos. También facilita la comprension
de otros, incluyendo al cerebelo propiamente dicho, el cual también funciona como filtro
adaptativo, procesando informacion de distintos sistemas sensoriales, asi como cognitivos
y motores los cuales también podrian tener diferentes regimenes de estimulacion. Por lo
tanto, el estudio del LE de los gymnoétidos de pulso puede aportar una nueva perspectiva
al conocimiento de la funcién de las estructuras tipo cerebelosas.



Capitulo 2
Hipodtesis y objetivos

Los objetivos generales de la presente tesis fueron caracterizar las respuestas de las
neuronas electrosensoriales perifericas y del primer relé sensorial a la imagen eléctrica.

2.1. Objetivo especifico 1

Estudiar la respuesta de los receptores a modificaciones de la propia DOE local tanto
en ampiitud como en forma de onda.

Sabemos por estudios anteriores (Watson y Bastian 1979) que los aferentes primarios
responden con trenes de espigas. El mismo estudio demuestra que al aumentar la energia
total del estimulo en el centro del campo receptivo la respuesta de los aferentes primarios
disminuye en latencia y aumenta en duracion y frecuencia del tren de espigas. Por otra
parte sabemos (Aguilera y Caputi 2003) que los peces son capaces de responder comporta-
mentalmente a cambios en forma de onda. Por lo tanto propuse y puse a prueba la siguiente
hipotesis:

Hipdétesis 1: Los electrorreceptores en los peces gymnotiformes, son sensibles a cambios
en la forma de onda, es decir, responden mejor a cambios en las combinaciones de fase y
frecuencia de la DOE local.

2.2. Objetivo especifico 2

Sabemos por estudios previos que existen mas de 10 tipos neuronales anatémicos en el
16bulo eléctrico (Krahe y Maler 2014; Maler y col. 1981). Sabemos ademds que existe un
patréon temporal de respuesta evidenciado por potenciales de campo en el intervalo entre
DOEs (Pereira y col. 2005) y que dicho patrén cambia con la modificacién de los estimulos
electrosensoriales autogenerados. Por lo que la informacion acerca del cambio en el estimulo
podria estar en el patrén de activacion post-DOE

Nuestro segundo objetivo fue caracterizar la respuesta de las diferentes unidades del
16bulo eléctrico a la DOE propia en ausencia de objetos y su modificacién por los mismos.
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Hipétesis 2: El patrén de activacion post-DOE de las neuronas del 16bulo eléctrico
lleva informacién relevante sobre el estimulo.



Capitulo 3

Materiales y Métodos

Se utilizaron 35 individuos de la especie G. omarorum. Los protocolos de experimen-
tacion cumplieron con las normas de la CHEA (Comisiéon Honoraria de Experimentacién
Animal, ordenanza 4332-99, Universidad de la Republica Oriental del Uruguay) y fue-
ron aprobados por el Comité de Etica Animal del Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable (protocolo N° 001/03/2011). Los peces fueron recolectados en Laguna
del Cisne (Maldonado, Uruguay) 1 a 4 meses antes de los experimentos y mantenidos en
acuarios individuales.

Con la excepcion de los peces implantados con electrodos crénicos, los registros elec-
trofisiolégicos se realizaron en peces descerebrados. Al final de los los experimentos los
animales fueron sacrificados mediante una sobredosis de pentobarbital (10 mg, i/m).

3.1. Anatomia

Se realizaron andlisis histologicos del LE en cinco peces. Los cerebros fueron cortados
en rodajas de 100 pm de espesor con un micrétomo vibratorio. En 3 de ellos se realizaron
tinciones tipo Golgi de las células eferentes del LE usando tincién retrégrada con Neurobio-
tin (Vector Laboratories). Esta fue inyectada por iontoforesis en la decusacién del lemnisco
lateral. Utilizamos pipetas de vidrio con 1% de Neurobiotin y KCL 2M. La decusacién
esta localizada a 2500 pum por debajo de la sutura media de los huesos del craneo. La
ubicacién es también revelada por un caracteristico potencial evocado por la DOE. Luego
de transcurrido cierto tiempo (entre 14 y 36 hs para el transporte retrégrado), el animal
ulteriormente fue anestesiado con pentobarbital (10 mg, i/m), la regién cardiaca expuesta
y perfundido 50 mL de una mezcla de formaldehido (4 %) y glutaraldehido (1 %) a través
de una cénula en el cono adrtico.

Una vez extraido el cerebro, fue cortado en rodajas de 100 um de espesor perpendicu-
lares al eje principal del cuerpo. En el caso de las tinciones retrégradas con Neurobiotina,
ésta fue revelada siguiendo el protocolo estandard (avidina-peroxidasa-diaminobencidina,
www.vectorlabs.com/protocols/PK-4000.pdf). Finalmente, los cortes fueron montados se-
rialmente en porta objetos, secados y contratenidos en solucién al 1% de azul de Metileno
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por dos minutos, deshidratados en etanol a concentracion creciente y montados con balsa-
mo de Canadd. Las muestras fueron examinadas con microscopio de luz trasmitida (Zeiss,
Primo Star) y las imdgenes capturadas con una camara digital (Pixelink, 2040x1536 pixels).

En el estudio de potenciales de campo se procesé una correcta correlacién anatomo-
funcional. Para identificar el plano de registro se inyecté Chicago Sky Blue en dos puntos
extremos del tracto de registro, uno superficial y el otro en el punto mas profundo de regis-
tro. En dichos casos, finalizados los experimentos se removié el cerebro y se lo sumergio en
4% de paraformaldehido por 24 horas. Luego se corté en rodajas de 100 u de espesor y
se identifico la posicion de las marcas azules con microscopia de transmision. Se realizé el
mismo procedimiento en uno de los peces en que se realizé el andlisis de potencial de campo
con electrodo tipo Michigan, para corroborar la correcta posicion del mismo en el LE. En
este caso se buscé la visibilidad post-mortem de la cicatriz del electrodo, el cual fue dejado
con ese proposito una hora en la posicién de registro, a posteriori del experimento.

3.2. Registros extracelulares

3.2.1. Registros agudos
Descerebracion

Todos los procedimientos quirirgicos se realizaron con los peces bajo anestesia con
Eugenol (0,01 % en el agua de la pecera), hasta completar la decerebracién. Una vez que
se detuvo la descarga del OE, se removié con un bisturi la piel de la cabeza y con un
microtaladro se realizaron dos pequenos agujeros en el hueso, a nivel del cerebro anterior,
uno a cada lado de la linea media. A través de dichos orificios se aspird el telencéfalo.
Luego se colocé al pez en la pecera de experimentacién con agua sin anestesia (tanque de
26 x 45 cm con 6 cm de agua del acuario a 100 pS.cm™! sobre una mesa aislada de las
vibraciones). Luego se pas6 un alambre (150 p de didmetro) a través de los orificios para
fijar el craneo del pez a un soporte de madera. Para minimizar los movimientos se reforzo la
union del craneo y el alambre con cemento dental. El cuerpo del pez se inmovilizé mediante
un hilo colocado a lo largo del cuerpo y atado a la misma madera que el craneo. El animal
quedd fijo y el nivel del agua se subié hasta que sélo la porciéon superior de la cabeza
quedara en el aire. Una vez fijado, se eliminé por medio de un microtaladro una amplia
porcién del craneo de modo de exponer el LE izquierdo. Antes de comenzar los registros
experimentales verificamos la recuperacion de la frecuencia de la DOE y la ocurrencia de
respuestas de novedad ante distintos estimulos (mecdnicos y eléctricos). No se realizaron
registros en animales que no cumplieran estos dos requisitos.

3.2.2. Registros cronicos

En los registros crénicos no realizamos descerebracién. El resto del procedimiento
quirdrgico en este caso era similar al anterior, a excepcion del lugar del craneo donde
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se realizé el orificio de entrada del electrodo, que fue rostral al punto medio del canal ves-
tibular. El electrodo fue construido a partir de un par de cables de nicrome aislados, de
50 pm de didmetro que fueron torneados entre si y las puntas cortadas de forma oblicua
para separarlas 50-100 um entre si. Este electrodo fue colocado por el agujero anterior-
mente descrito hasta una profundidad de 1400 ym. Cuando observamos actividad unitaria
procedimos a sellar el agujero con una mezcla de cemento dental y cianocrilato de forma
de fijar el lugar de registro.

3.2.3. Adquisicién de datos y analisis

El procedimiento para los registros de las aferentes y para las neuronas del LE fue
idéntico en todos los aspectos excepto en la localizacion del electrodo de registro. Los
receptores fueron registrados tinicamente con electrodos tipo ”Michigan” (16 electrodos
distribuidos a lo largo de una linea, separados 50 p), mientras que las neuronas del LE
también fueron registradas con pipeta de vidrio con NaCl 3M. El electrodo de referencia
fue colocado en la cisterna magna. Cuando utilizamos los electrodos tipo “Michigan”,
modificamos digitalemtne la referencia hasta encontrar el sitio donde el artefacto de la DOE
fuera menor y no se registraran unidades a través del mismo. Segun el electrodo utilizado
(electrodo tinico o multitrodo), se emple6 un amplificador diferencial (AM system 1800) o
uno diferencial multiplexado (AM system 3600) con ganan. cia entre 5.000 y 20.000 ajustada
segtn el tamano de la unidad. Otro par de electrodos fue colocado en los bordes opuestos
del tanque para registrar la DOE cabeza-cola (DOE-HT, por sus siglas en inglés: Head to
Tail), necesaria como referencia temporal de los registros. El filtro del amplificador para el
registro del potencial de campo fue ajustado a 10 Hz-1 kHz y para registros de unidades a
300 Hz-5 kHz. Todas las senales fueron digitalizadas a 20 kHz o més por canal (Datawave
SciWorks, 8.0) y guardadas en una computadora para su posterior analisis.

En el registro unitario, la ubicacién del electrodo de registro sobre el LE expuesto se
orienté mediante claves visuales de modo de asegurar un sitio similar de registro entre los
diferentes peces. Se apunto a la region de ingreso del nervio electrosensorial para registros
de aferentes y al mapa centro medial para registrar neuronas centrales. Una vez posicionado
el electrodo de registro sobre la superficie del cerebro, se lo bajé en pasos de 50 o 100 pum
hasta la profundidad deseada (capa polimérfica del LE). La actividad eléctrica registrada
como potenciales de campo durante el descenso del electrodo permitié en cada caso estimar
la profundidad correcta del electrodo de registro.

En el caso de multitrodos de 16 canales fue posible cubrir simultaneamente una profun-
didad de registro total de 750u. En este caso la profundidad de los electrodos fue establecida
de forma que la actividad de las aferentes primarias se observara en el canal mas profundo.
De esta forma era posible estimar la capa en la cual estaba la neurona en estudio. En
ambos tipos de registros, una vez identificada la actividad unitaria claramente separable
del ruido, se grab6 durante 1 a 3 minutos para su posterior procesamiento.

Mediante un algoritmo de selecciéon de espigas provisto en el software Sciworks 8.0
identificamos unidades que coincidieran en al menos tres pardmetros (i. e, amplitud pico a
pico, amplitud del pico principal, duracién de la espiga) En el caso de las espigas registradas
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Figura 3.1: Diseno experimental. A) Registramos simultdneamente 16 canales en la en-
trada del nervio electrosensorial y la forma de onda de la DOE local (LDOE) modificada por
el objeto (mostrado en B). Mediante un circuito disefiado y fabricado en el laboratorio cam-
biamos digitalmente la conductancia del objeto entre 12 posibles valores (6 resistencias y 6
capacitancias). B) Formas de onda locales registradas cuando cambiamos la resistencia (arriba)
y la capacitancia (abajo) C) Espectros de potencias de las DOEs locales mostradas en B

con pipeta no es posible estar seguros que todas las espigas registradas pertenecen a la
misma neurona. En el caso de las espigas registradas con multitrodos la fiabilidad es casi
del 100 %; ya que cada espiga era registrada generalmente por dos y/o tres de los canales.

A partir de la serie de tiempos correspondientes a cada forma de onda seleccionada, se
construyeron rasters peri-DOE, histogramas peri-DOE, histogramas interespigas de primer
orden e histogramas de autocorrelacion. La observacion de los histogramas post-DOE en
condiciones basales nos permitié preclasificar diferentes perfiles neuronales independiente-
mente de su respuesta a diferentes estimulos. Los histogramas fueron realizados con bins
de 1 ms de duracién, comenzando 2 ms despues del pico de la DOE.

Con el fin de lograr una mejor descripcion de la estructura del histograma peri-DOE,
se calcularon los histogramas por separado para cada una de las tres primeras espigas
consecutivas de la DOE. Esto permitio6 refinar la clasificacién de los tipos de unidades. Como
se observo que muchas unidades tenian una probabilidad relativamente baja de descarga
justo después de la DOE, en algunos casos se calculé y se compard para cada unidad la
probabilidad de disparo en el intervalo de 4-8 ms después del DOE con la probabilidad de
disparo 8-4 ms antes de la DOE.

Para modular la actividad de las unidades, ya fueran receptores o neuronas, primero
se buscaba el campo receptivo con un objeto metélico (cobre). Una vez ubicado el sitio de
mayor influencia sobre la descarga de la unidad, colocabamos en este sitio el objeto con
impedancia variable. Con este objeto podiamos cambiar la forma de onda de la DOE local
(LDOE) del campo receptivo, al variar la resistencia o la capacitancia (Fig. 3.1, por més
detalles de este procedimiento ver Rodriguez-Cattaneo y col. 2017b).



Capitulo 4

Caracterizacion de la descarga de los
receptores

Los resultados de este capitulo fueron publicados en Rodriguez-Cattaneo y col. 2017b
(se adjunta).

Para explorar si la sensibilidad mostrada comportamentalmente (Aguilera y Caputi
2003) existe a nivel de receptores utilizamos el procedimiento cldsico de mantener una
secuencia de estimulos constantes y cambiar de forma subita el mismo, mediante una
funcién escalon (0-1).

El anadlisis se divide en dos partes, las caracteristicas de la respuesta después de adap-
tada, o en estado estacionario y el estudio de la adaptacién de la descarga ante cambios
escalonados de la LEOD.

En resimen, nuestros hallazgos indican que los cambios escalonados en la impedancia
de un objeto en el centro del campo receptivo causa un escalon también en la respuesta,
seguido de una adaptacién rapida y parcial de la misma.

4.1. Campo receptivo con objeto metalico

El campo receptivo fue explorado con un cilindro de metal (1 cm de diametro y 3 de
largo) en posicién vertical a una distancia de 1 mm de la piel. Ambos tipos de receptores
muestran un perfil tipo “sombrero mexicano” con centro “On” y periferia “Oft”

Los receptores MP no eran el objetivo de este proyecto, de todas formas, decidimos
estudiar su campo receptivo para compararlo con los receptores B. Dado que los receptores
MP (via rapida) descargan de manera muy sincronizada su actividad se ve como un gran
potencial de campo. La descarga ocurre alrededor de 2 ms después de la DOE y es dificil
obtener una espiga tnica como en la que se pudo registrar en este estudio (figura 4.1A)
arriba. Esta aferente dispard, en reposo, con una latencia de 1.62 ms y un error estandard
de 10 us.

El cambio en la latencia en estos receptores es pequeno (menos de 15 us) pero ain
asi significativo (figura 4.1B). Confirmamos estudios anteriores que han mostrado que estos
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receptores tienen un cédigo de latencia con una precision en el orden de microsegundos y
no muestran adaptacién (Szabo y col. 1975).

Los receptores B tienen una modulacién mayor que los marcadores de pulso en todas
sus variables. La figura 4.1C muestra la modulacién de la latencia de hasta cuatro espigas
de un receptor. Las figuras 4.1D, E y F muestran la latencia de la primera espiga, el
intervalo entre la primera y la segunda descarga y el nimero de espigas de otro receptor,
respectivamente. En todos los casos el objeto estaba quieto y los promedios fueron hechos
luego de que el receptor adaptara su descarga. Todas las variables muestran el mismo perfil
de sombrero mexicano, con centro “On”.
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Figura 4.1: Campo Receptivo A) registros superpuestos de un marcador de pulso (arriba)
y de un Receptor B (abajo). El marcador de pulso tiene una unica descarga y de muy baja
variabilidad, mientras que el tipo B tiene 2 é 3 descargas y la variabilidad aumenta segin el
orden de aparicién. B) Latencia del marcador de pulso segtin la posicién del objeto en su campo
receptivo. C) Promedio de las latencias de hasta cuatro espigas de un receptor B segiin la
posicién del objeto en su campo receptivo. D) Amplificacién de la latencia de la primera espiga
en respuesta al objeto en diferentes posiciones del campo receptivo. E) Variacién del primer
intervalo del receptor B. F) Nimero de espigas en el campo receptivo de un recepor B.
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4.2. Receptores tipo “B”

Registramos 25 receptores tipo B en reposo cuyos trenes de respuesta a la LDOE iban
desde 2 hasta 6 espigas (Fig 4.1A, abajo). La latencia de la primera espiga tuvo un rango
de entre 3.5 y 4.5 ms (3.82 + 0.76 media y SD, N=18) y la duracién varié entre 4 y 10
ms. La latencia de la primera espiga esta relacionada con la ubicacién del receptor, cuanto
mas caudal, mayor latencia. De todas maneras la gran mayoria de nuestros registros fueron
hechos en la regién de la févea, donde la forma de la LDOE es méas constante y hay mayor
densidad de receptores.

Una observacion frecuente fue que el tamano de las espigas disminuye en la segunda
espiga, cuando el intervalo intra tren es muy pequeno y se recupera en las 1ltimas espigas,
que generalmente tienen mayor intervalo 3.1A y B).

La primera espiga siempre descarga 1 a 1 con la DOE, el promedio de descargas por
DOE fue de 2.68 en ausencia de objetos. El intervalo de cada espiga en el tren aumenta
su valor, variabilidad y proporcién de fallos en funcién de su posicién en el tren (figura
4.1, abajo. Es importante destacar que la latencia, la duraciéon del tren y el nimero de
espigas son fuertemente dependientes unos de otros, de modo que un sélo parametro podria
caracterizar la respuesta.

4.3. Efecto generados por objetos resistivos y capaci-
tivos

4.3.1. Sensibilidad a la forma de onda

En la figura 4.2 se muestra la respuesta de un receptor a una secuencia escalonada
de estimulos. El primer estimulo es generado por un objeto capacitivo y el segundo, por
uno resistivo. Para eliminar el efecto de la amplitud del estimulo, se utilizé un capacitor y
una resistencia cuyo efecto sobre la energia total de la LDOE (RMS) es el mismo. Por lo
que en este caso las tinicas diferencias entre los estimulos es la forma de onda (el espectro
de frecuencias y de fases). Los rasters (figura 4.2A) e histogramas (figura 4.2B) muestran
la diferencia en la respuesta de un receptor durante un ensayo. En todos los receptores
estudiados, la latencia y el primer intervalo fue menor y el niimero de espigas mayor durante
el estimulo capacitivo (test de rangos signados para 100 DOEs, p<0.001,con correccién de
Bonferroni, N=16).

Bajo el mismo marco conceptual, variamos la resistencia hasta que la respuesta fue
indiferenciable entre ambos estimulos (3 unidades). En la figura 4.3 A se muestra el raster
de una de ellas. Al igual que en el experimento anterior, el estimulo pasé de capacitivo
(azul) a resistivo (rojo). Puede verse que la latencia y el nimero de espigas se mantienen
casi constantes después del escalén. (figura 4.3 By C. En los tres casos el rms de la LEOD
fue mayor para la carga resistiva. En la figura 4.3 D se muestran las formas de onda de las
LDOES registradas
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Figura 4.2: Resistencia vs Capacitor. Escalones entre estimulos capacitivos y resistivos.
El raster (A) y los correspondientes histogramas post-DOE (B y C) muestran un cambio muy
marcado después del escalén que pasa de capacitivo (inset en B) a resistivo (inset en C). D)
LDOE registrada durante los distintos estimulos (mismos que en los inset de B y C). Puede
observarse que la energia total es muy similiar pero cambia la amplitud relativa de V; y V.

4.3.2. Analisis del espacio perceptual del estimulo

Para explorar el espacio perceptual,en otra serie experimental estudiamos la respuesta
de los receptores a resistencias y capacitores con valores diferentes. En la figura 4.4, puede
verse un ejemplo con una serie de capacitores. A la izquierda se muestra la LDOE registra-
da, donde la linea punteada muestra el tiempo de ocurrencia del pico de V3 de la DOE-HT.
Es de resaltar que el capacitor de 33 nF, el cual tiene el mayor RMS pero un curso temporal
similar al de las cargas resistivas, causa una respuesta mas debil que el de 10 nF. Por lo
tanto, para los receptores podria ser mas importante la energia en determinada banda de
frecuencias o el sincronismo de fase entre algunas frecuencias.

Como referencia del grado de distorsion de la onda con las diferentes cargas, las figu-
ras 4.5A y B muestran cémo se ven afectadas la relacién de amplitud entre los picos de
la LDOE (V4/V3, figura 4.5A y V;/V3, figura 4.5B) y el RMS con las diferentes cargas
aplicadas al objeto (azul=capacitancias, rojo=resistencias). Las formas de ondas de ambos
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Figura 4.3: Resistencia vs Capacitor:igual respuesa. Escalones entre estimulos capaci-
tivos y resistivos pueden causar cambios muy pequefios en las respuestas. El raster en (A) y los
histogramas post-DOE (B y C) practicamente no cambia después de un cambio de estimulo ca-
pacitivo a resistivo. En este caso el RMS del estimulo resistivo se ajusté durante el experimento
hasta que la energia total del estimulo compensara el aumento en la respuesta por el cambio
en la forma de onda que genera el capacitor. Las lineas verdes corresponden a la latencia media
de la respuesta de misma aferente en ausencia de objetos, mostrando que ambos objetos estdn
en el campo receptivo y alteran la respuesta. D) Estimulos superpuestos registrados mostrando
las diferencias en el curso temporal de ambos (rojo:resistivo; azul: capacitivo)

tipos de objetos convergen en los extremos (circuito abierto (izquierda) y cerrado (dere-
cha)). Tedricamente la relacién entre los picos para las diferentes resistencias deberia ser
constante, pero puede observarse que provocan un cambio casi constante en la relacion de
los picos (V4/V3 aumenta de manera lineal y V;/V3 disminuye). Esto es debido al efecto
“funneling” (Pereira y col. 2005), pero la distorsién de la LDOE ocasionada es casi despre-
ciable con respecto a la ocasionada por las capacitancias. Puede observarse que el capacitor,
ademas de modificar la amplitud de los diferentes componentes de onda, también modifica

el tiempo de ocurrencia del pico maximo de la LDOE con respecto al pico maximo de la
DOE-HT.

Las cargas capacitivas provocaron respuestas mas intensas que las resistivas con similar
RMS. Esta diferencia en las respuestas fue dependiente de las diferencias observadas en la
forma de onda (Fig. 4.5A y B). La figura 4.5 muestra un ejemplo (de 6 unidades de las
cuales tenemos suficientes registros para realizar el andlisis completo). En la figura 4.5C
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Figura 4.4: Modulacion con escalones capacitivos. El raster muestra el curso temporal
continuo de un experimento en el cual el electrodo de estimulacién fue cambiado de manera
secuencial con diferentes capacitores. Cada escaldn esta sefializado con una linea roja horizontal.
El estimulo correspondiente a cada respuesta, mostrando los cambios en amplitud y curso
temporal se muestran a la izquierda. Los estimulos estan alineados mediante lag DOE-HT,
por lo que los retrasos o adelantos de los diferentes componentes se deben al capacitor. Notar
que el capacitor de 33 nF es el que tiene la mayor amplitud, sin embargo la mayor respuesta
corresponde al capacitor de 10 nF.
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se muestra la latencia de la primera hasta la Sta espiga (cuando existen) en funcién del
RMS de la LDOE. La respuesta a cargas resistivas (rojo) muestra cambios monotdnicos
en la latencia con el RMS | mientras que la respuesta a cambios en la capacitancia (azul)
muestra la maxima respuesta a valores de RMS intermedios. Estos resultados sugieren que
tanto el curso temporal de la onda, asi como el RMS actian de forma sinérgica. Puede
observarse que la respuesta maxima de este receptor para cargas resistivas fue de 4 espigas,
para los valores de maximo RMS, mientras que para las capacitancias intermedias hay
hasta 5 espigas (circulos azules) Ambos extremos de las respuestas convergen, como era de
esperarse ya que como dijimos las formas de onda de ambos tipos de estimulos lo hacen.

Aunque la relacién de las respuestas entre capacitancias y resistencias es cualitativa-
mente similar al observado en el espacio de estimulos (Fig 4.5A), la diferencia méxima en
la latencia de las espigas ocurre en 10 nF y no en 3.3 nF, que es donde ocurre la mayor
distorsion de la forma de onda. Dado que las cargas capacitivas cambian tanto el RMS co-
mo la forma de onda, el cambio en el maximo sugiere que ambos parametros tienen efectos
sinérgicos sobre la respuesta de los receptores.

4.3.3. Variables de codificacion

Dado que los receptores podrian utilizar hasta 3 parametros de codificacién distintos: 1)
latencia de la primera espiga; 2) intervalo entre espigas y 3) duracién de la rafaga, estudia-
mos como se relacionan estas variables entre si. Ademas, dada las diferencias que existen
en las respuestas a resistencias y capacitores, podria ser que cada una de las variables y/o
distintas combinaciones de las mismas, codificaran parametros diferentes de la LDOE.

En los 6 receptores que fuimos capaces de registrar las respuestas a 6 capacitores y 6
resistencias diferentes, estudiamos la relacién entre los pardmetros de la rafaga (Fig 4.6),
para determinar si la latencia y el primer intervalo codifican el mismo atributo del estimulo.
Encontramos que el logaritmo del primer intervalo es una funcién lineal del incremento en
la latencia de la primera espiga (figura 4.6 r*> > 0.95 en los 12 casos, 6 resistencias y 6
capacitores). Ademads, la relacion muestra pendientes muy similares, sin diferencias signi-
ficativas entre las respuestas a las resistencias y las capacidades (Test de rangos signados,
p=0.4, N=6). Los datos obtenidos con los cilindros metdlicos dan resultados similares (r? >
0.90), aunque en este caso la modulacién es por posicién del objeto y la modificacién de
la forma de onda es menor. Esto indicaria que la informacién de la latencia y del primer
intervalo es redundante.

4.3.4. Adaptaciéon de la respuesta

Los escalones causaron cambios abruptos en la latencia de la primera espiga, el inter-
valo entre espigas dentro del tren y el nimero de espigas. Este efecto fue méaximo en la
primera DOE después del escalén (Fig. 4.7A) y mostré una rapida adaptacion en los tres
parametros (Fif 4.7B-G). El curso temporal de la adaptacién se se ajusté bien con una
funcién hiperbdélica (Fig. 4.7B-D), Esta funcién coincide con la funcién de adaptacién de
los receptores de los gymnotiformes de onda (Benda y col. 2005; Clarke y col. 2015). Otro
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Figura 4.5: Curso temporal vs RMS. Los graficos A y B muestran la relacién entre
dos indices de los estimulos (LDOE registrada en el objeto) Vs su RMS cuando el objeto de
estimulacién fue cargado con capacitores (lineas y simbolos azules) o resistencias (lineas y
simbolos rojos) de diferentes valores. Los dos indices fueron calculados como el cociente entre
el pico negativo inicial de la LDOE vy el pico positivo (V4/V3, A) y como el cociente entre el
pico negativo inicial de la LDOE vy el pico positivo (V1/V3, B). Latencias de las espigas de un
receptor registradas en el mismo pez mientras se registraban las LDOEs mostradas en A y B.
Notar que mientras que para los estimulos resistivos (en rojo) la latencia disminuye de manera
lineal con el RMS de la LDOE, para las cargas capacitivas la relacién no es lineal. La latencia
disminuye de manera mas rapida con el RMS que con las resistencias hasta un minimo en 10
nF para volver a aumentar aunque el RMS continle en ascenso. En este receptor solamente el
mejor estimulo capacitivo es capaz de evocar una quinta espiga.
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Figura 4.6: Correlacién entre la latencia y el primer intervalo. Se comparan los
gréficos obtenidos de tres receptores diferentes. Andlisis estadistico: a) receptor marcado con
simbolos cuadrados: Capacitancia (azul), r=0.99, r?=0.98, pendiente=1.2, N=12; resistencia
(rojo), r=0.99, r?=0.99, pendiente= 0.94, N=27; b) receptor marcado con circulos: capaci-
tancia (azul), r=0.99, r*=0.99, pendiente=0.8, N=20; resistencia (rojo): r= 0.99, r*=0.99,
pendiente=0.80,N=15. Circulos negros corresponden a datos obtenidos durante la exploracién
del campo receptivo con un cilindro metélico (r* > 0.90).

aspecto que podria ser importante en la codificacién es la varibilidad en la precision tempo-
ral. Las espigas que con diferentes estimulos que descargan a latencias similares pero tienen
posiciéon en la secuencia, muestran diferente variabiladad. Observar en la figura 4.7E, la
tercer espiga (puntos azules antes del escalén: tiempo=0) ocurre a una latencia similar a
la cuarta espiga después del escalén (puntos verdes), sin embargo es notorio que después
del escalén la variabilidad es menor.
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Figura 4.7: Adaptacién de la descarga. A) Registro crudo mostrando el cambio en la
respuesta de un receptor cuando cambiamos la resistencia del objeto de 2.5 MQ2 a 1 k(2. B)Diez
rasters superpuestos mostrando la adaptacién de la latencia de las dos primeras espigas después
de un escaldén de un estimulo de mayor a menor intensidad. C) Latencia promedio de la primera
espiga de las 10 repeticiones en funcién del tiempo después del escalén. D) Intervalo promedio
entre la primera y la segunda espiga de las 10 repeticiones en funcién del tiempo después del
escalén. E) Diez rasters superpuestos mostrando la adaptacién de las primeras cuatro espigas
después de un escalén aumentando la amplitud de la LDOE. F) Latencia promedio de la primera
espiga de las 10 repeticiones en funcién del tiempo después del escalén. G) Intervalo promedio
entre la primera y la segunda espiga de las 10 repeticiones en funcién del tiempo después del
escaldn. Los paneles de B a D corresponden a un electrorreceptor y de E a G a otro.
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Capitulo 5

Estructura y fisiologia de las células
del LE

En la primera parte de este capitulo confirmamos la similitud de tipos neuronales y
estructura general del LE entre G. omarorum y los gymnotiformes de onda. En la segun-
da parte abordamos desde tres puntos de vista la electrofisiologia del LE: potenciales de
campo; registros de unidades en el pez descerebrado y registros crénicos con el pez en libre
movimiento. Los resultados de la anatomia y de los potenciales evocados reportados en
este capitulo fueron publicados en Pereira y col. 2014 (se adjunta). Los patrones basales
de descargas unitarios fueron publicados también en Pereira y col. 2014. El estudio mas
exhaustivo sobre la modulacion y adaptacion de la descarga de dichas unidades constitu-
ye la base de un manuscrito enviado para su publicacién (“Spike timing patterns in the
electrosensory lobe of Gymnotus omarorum”, se adjunta). Las figuras fueron extraidas y
modificadas en algunos casos, para adaptarlas al presente texto.

5.1. Anatomia del Lobulo Eléctrico

La estructura del LE de G. omarorum es muy similar a lo reportado en peces de onda.
(Castello y col. 1998; Maler 1979; Réthelyi y Szabo 1973; Sas y Maler 1987; Shumway
1989); Si bien no esta hecha la correlacién anatémica y electrofisiolégica de casi ninguna
célula del LE de G. omarorum, para que el lector tenga una referencia de la red estudiada,
se hace un breve resimen estructural del LE.

En la figura 5.1A se muestra un corte transeversal del LE a la altura del nicleo relé (R
en la figura), con tincién de Nissl. Como en todos los gymnotiformes, el LE muestra tres
mapas tuberosos (i.e que reciben proyecciones de los electrorreceptores tuberosos) lamina-
dos (fig. 5.1A, CM, centromedial; CL, centrolateral; L,lateral). La metodologia empleada
consistié en inyeccién de neurobiotina en el lemnisca lateral (ver capitulo 3).

Las diferentes capas son segin Maler y col. 1981 (en adelante utilizaremos las siglas
en inglés ya que es como se encuentra en toda la bibliografia): (1) Capa de las fibras
profundas (DFL, por sus siglas en inglés: Deep Fiber Layer) la cual contiene las fibras de
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Figura 5.1: Anatomia A) Corte transeversal del LE a la altura del nicleo relé (R), con
tincién de Nissl. Se pueden observar los tres mapas tuberosos laminados CM, centromedial; CL,
centrolateral; L,lateral. B) Diferentes neuronas pueden observarse en las capas mas profundas:
Multipolar (flecha blanca), ovoide (flecha negra) y esférica (doble cabeza de flecha). Neurona
basilar “calva” marcada de forma retrégrada. D) Capas celulares y neuronas eferentes reveladas
con el procedimiento con Avidina-Diamino bencidina. Solamente las neuronas eferentes fueron
marcadas dado que la inyeccidon de Neurobiotina fue en el lemnisco lateral. Reproducida de
Pereira y col. 2014
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las células aferentes y los somas de las células multipolares (flecha blanca en fig 5.1B).
(2) Capa profunda de neuropilo (DNL, deep neuropil layer), donde las aferentes hacen
contacto con las dendritas basilares (fig 5.1C) de diferentes células, cuyos somas pueden
estar en diferentes capas. El limite entre la DFL y la DNL esta marcada por la presencia de
células ovoides que estan presentes también en la DNL (flecha negra en la fig 5.1B). Estas
células asi como las multipolares llevan senales inhibitorias tanto ipsi como contraleral
del propio LE (Berman y Maler 1999; Maler y Mugnaini 1994). Datos no publicados de
Caputi y Castellé muestran en estas células, en G. omarorum, tincién inmunohistoquimica
para GABA. El limite superior de esta capa estd marcada por la presencia de las células
esféricas (cabezas de flecha en fig 5.1B). Estas son las tinicas que reciben sinapsis de los
receptores de pulso, siendo el tnico tipo neuronal del LE que participa de la via rapida.
(3) Capa de los granos (GCL, Granule cell layer) debe el nombre a la abundancia de
las inter-neuronas “grano”, aunque también se encuentran marcadas neuronas eferentes
con arbol dendritico basilar bien desarrollado. Estas neuronas eferentes pueden ser de dos
tipos, con arbol dendritico apical (“deep basilar pyramids”, fig 5.1D, tridngulo hacia abajo)
o sin él (denominadas calvas, fig 5.1C y D, tridngulo hacia arriba). (4) Capa plexiforme
(PLexL, Plexiform layer) contiene neuronas piramidales basilares intermedias (fig 5.1D,
circulos), neuronas polimoérficas y axones eferentes hacia centros superiores (fig 5.1D, flecha
blanca). (5) Capa de las neuronas polimérficas (PNL, polymorphic neural layer) contiene
los somas de todas las células piramidales que pueden ser clasificadas como basilares (fig
5.1D, asteriscos) o no basilares( fig 5.1D, cuadrados) segin tengan o no dendritas basilares.
(6) Estrato Fibroso (StF, stratum fibrosum), estd compuesto por axones descendentes del
nicleo praeminentialis (Prae), (7) Capa molecular ventral (VML, ventral molecular layer)
en el cual las terminales de las fibras del Prae e interneuronas inhibitorias contactan las
rafces de las dendritas de las células piramidales (Maler 1979) (8) Capa molecular dorsal
(DML, dorsal molecular layer), que contiene los drboles dendriticos apicales de las neuronas
piramidales y fibras descendentes de la eminencia granular posterior (EGP) del cerebelo.

5.2. Electrofisiologia del Lobulo Eléctrico

Parte de los resultados correspondientes a este capitulo fueron publicados en Pereira
y col. 2014 y en Rodriguez y col 2017b (enviado).

Las neuronas del LE no responden 1 a 1 con la DOE, pero si tienen un patrén post-DOE
bastante definido. De acuerdo a lo mostrado en el capitulo 4, reciben de las aferentes la
informacion en un cédigo basado en el intervalo inter espigas del tren y la latencia de la
primera espiga. Sin embargo, segiin nuestros resultados las neuronas del LE no recodifican
esta informacion en el mismo “lenguaje”, sino que el patrén post-doe y la fase en que
descarga probablemente tenga informacion adicional a la codificada por la tasa de descarga.

Las neuronas del LE, al igual que los receptores muestran adaptacién. Esta adaptacion
puede tener tres causas: 1) la adaptaciéon de los receptores que las estimulan 2) propiedades
intrinsecas y 3) la influencia de centros superiores que contactan los arboles dendriticos
apicales
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Los neuronas registradas en peces crénicos (con el cerebro completo) en libre movi-
miento muestran patrones similares a algunas de las neuronas registradas in-vitro, por lo
que este patron registrado no estaria determinado por la descerebracion.

5.2.1. Potenciales de campo evocado por la DOE en animales
descerebrados en ausencia de objetos

La secuencia de activacién de los diferentes componentes en las distintas regiones fue
similar en los 7 peces registrados, con pequenas diferencias, debido a la temperatura (entre
17y 23 grados) y/o posicién de los electrodos. Esto sugiere que la red neural del LE tiene un
patron de respuesta estereotipado en estas condiciones. De todas maneras, la interpretaciéon
de los potenciales de campo requiere del conocimiento y correspondiente correlacion con
la anatomia de la estructura estudiada. Un sumidero de corriente ocurre cuando un grupo
de neuronas vecinas son depolarizadas de forma sincrénica. La depolarizacién implica una
corriente entrante hacia las neuronas (i.e el soma). Dado que esa corriente entrante tiene que
salir en otro punto de las neuronas, genereando asi una fuente de corriente. Por lo tanto, en
una estructura regular como lo es el LE, éstas fuentes y sumideros representadas en funcion
del tiempo nos muestran como evoluciona la actividad de la estructura y qué partes estan
activas de la red a diferentes momentos después de la actividad.

Como se describe en la seccion 5.1 las fibras aferentes tuberosas se dividen en tres para
inervar de manera paralela a cada uno de los 3 mapas somatotépicos del LE (el mapa
medial, que recibe aferentes ampulares no fue estudiado). Estos 3 pisciculos son paralelos
y estan orientados a 45 grados con respecto al eje longitudinal del pez (cabeza rostral y
medial). Las capas de los granos, la plexiforme y la polimérfica, que contienen la mayoria
de los somas neuronales, muestran una concavidad hacia arriba centrada a lo largo del
eje principal del LE. Mientras que el mapa centro-medial es practicamente horizontal, el
lateral es practicamente vertical. Esto implica que cuando el electrodo penetra el LE en
los diferentes mapas tendra una orientacién diferente relativa a los ejes celulares segiin en
qué mapa esté ubicado.

Teniendo en cuenta esta geometria y que segiin Maler (Maler 2009), el LE estd orde-
nado en forma columnar, primero estudiamos el curso temporal de la actividad en una
linea perpendicular al mapa centro-medial (fig 5.2). Los registros fueron hechos de forma
simultanea con un electrodo de 16 canales (3 peces) o de forma consecutiva (4 peces) en
puntos igualmente espaciados. Esto nos permitié visualizar el curso espacio-temporal de la
actividad en una columna unica correspondiente a un punto en la piel del animal. El mapa
de color de la figura 5.2 de arriba, muestra estos registros promediados (N>100) El eje
horizontal muestra el intervalo inter-DOE y el vertical la profundidad. Ambas dimensiones
fueron interpoladas con Matlab para una mejor visualizacién. El codigo de colores corres-
ponde al potencial registrado entre cada punto y el electrodo de referencia. Tres trazos (V
vs t)fueron superpuestos en el mapa de color como referencia, en la correspondiente pro-
fundidad. Se destacan 3 picos a 3 diferentes tiempos en el trazo del medio, denominados
N7, N13 y N23. A la derecha se muestran la ubicacién aproximada de las diferentes capas



5.2 Electrofisiologia del Lébulo Eléctrico 29

Figura 5.2: Potenciales de campo evocados por la DOE. A) Mapa de colores del perfil
espacio temporal del potencial de campo. El eje vertical corresponde a la profundidad desde la
superficie del LE y el horizontal corresponde al tiempo. El tiempo Cero es el pico de la DOE. El
cédigo de colores indica el potencial registrado entre cada punto y un electrodo de referencia
lejano. Los perfiles histoldgicos y las capas son indicadas en cada posicion de registro (las capas
tienen las mismas siglas que en la fig 5.1. DML: dorsal molecular layer; VML: ventral molecular
layer; StF: stratum fibrosum; PNL: polymorphyc layer; PlexL: plexiform layer; GLC: granule cell
layer; DNL: deep neuropil layer). Los registros crudos superopuestos, en negro, corresponden
al curso temporal de los potenciales registrados a 600, 1350 y 2000 xm de profundidad. B)
Mapa de colores mostrando la segunda derivada espacial del potencial (equivalente en este caso
a la divergencia del campo eléctrico) mostrado en (A). Al igual que en A, los datos fueron
interpolados espacialmente después de calculada la segunda derivada. Explicacién en el texto.
Reproducida de Pereira y col. 2014.
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descritas en la figura 5.1. Las lineas punteadas representan sus limites.

La actividad en el LE comienza con una negatividad muy pronunciada y breve a los
2 ms después de la DOE, que corresponde a llegada de la réafaga de activacion de la via
rapida. A continuacién puede apreciarse una positividad en la DNL, mas lenta y doble que
corresponde a la llegada de la via lenta, menos sincrénica que la via rapida. Posiblemente la
segunda positividad, mas leve, se deba a la una segunda descarga de algunos receptores. En
el perfodo que va de 5 a 8 ms ocurre una pequena negatividad en PlexL y PNL, (marcada
como N7, previamente identificada como actividad de la via lenta en Pereira y col. 2005.
En 8 ms ocurre una positividad en la franja donde se ubica el StF y la VML (mayoria
de los somas piramidales). Esta actividad es sustituida por una gran negatividad que se
extiende desde estas mismas capas hasta la PNL por debajo y la DML por encima (N13).
La ultima actividad a destacar es la marcada como N23, que comienza en la DNL y se
propaga hacia arriba hasta la DML de forma difusa en espacio y tiempo.

Al estar alineados los puntos de registro con la orientacién de la mayoria de las células
es valido calcular la segunda derivada espacial, ya que las corrientes fluiran en el sentido de
la ubicacién de los electrodos. De esta forma podemos observar en un mapa bidemensional
los gradientes de potencial y la ubicacién de las fuentes y sumideros en las diferentes capas
en funcién del tiempo (figura 5.2B, el eje horizontal corresponde al tiempo y la vertical
al gradiente de campo). El primer sumidero (2.6ms, flecha) corresponde como dijimos en
5.2A a la via rapida. Tiene una fuente muy pronunciada en la DNL que se contintia hasta
la GCL, donde se ubican los somas de las células esféricas.

La actividad de la via lenta se puede observar tammbién como un sumidero pero restrin-
gido a la parte mas ventral de la DML. En 7 ms el sumidero se ubica en la PNL (ubicacién
de los somas piramidales) con su correspondiente fuente en el limite entre la GCL y la DNL
(ubicacién de las dendritas basilares de las piramidales basilares y las calvas). También tie-
ne una fuente mas débil en la zona del StrF y la VML (dendritas apicales). Este sumidero
desciende un poco y vuelve a subir para ubicarse en la zona de la PNL exclusivamente
(entre los 10 y 15 ms). En este momento el sumidero se continta (aunque débil, flecha
doble) hacia la VML y progresa hasta la DML. Luego, en 20 ms el sumidero vuelve a zonas
mas profundas, ocupando parte de la PlexLL y GCL. La fuente en este caso es también
doble, débil en la zona apical (ZtF y VML) y més fuerte y concentrado en la zona més
ventral del registro. La actividad termina con el sumidero principal en PNL nuevamente
con su fuente en la GCL.

5.2.2. Patrén de descarga neuronal unitaria basal y respuesta a
objetos resistivos

Los tipos electrofisioldgicos principales registrados fueron publicados en Pereira y col.
2014. En dicha publicacién fueron analizadas 84 unidades registradas en condiciones ba-
sales de estimulacién (DOE natural sin objetos). Las neuronas fueron agrupadas segin el
histograma de descarga post-DOE. Ninguna neurona registrada en el LE descarga de for-
ma homogénea en todo el intervalo inter-DOE (Fig 5.3). Todos tienen al menos una moda
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Figura 5.3: Perfiles de descarga post-
DOE Perfiles de descarga unitaria. Histo-
gramas post-DOE de 4 tipos celulares iden-
tificados segun su patrén de descarga en
ausencia de objetos: Bimodales, monomo-
dal tardia (superficial “On"), monomodal
(“Off"), multimodal o superficial “Off".

clara, y pueden llegar a tener 3 6 4 modas. Estas modas tienen cierta variabilidad segun el
pez y la temperatura pero tienden a ser en intervalos claros: 5 ms, 12 ms, 20, ms y/o 30 ms
(Fig 5.3). En una segunda tanda de registros fueron analizadas 49 unidades, claramente
identificadas mediante el algoritmo de clasificacién de espigas, provisto en el software de
registro y andlisis Sciworks. En estas tltimas también se registré la actividad en respuesta
a objetos resistivos colocados en el lugar del campo receptivo que mas afectaba el patron
o la frecuencia de descarga. En esta tesis nos enfocamos en la modulaciéon y analisis de
aquellas unidades con un patrén post DOE que se repiti6 en al menos 5 unidades (n=36).

Las diferentes categorias de células fueron clasificadas como células “On” si aumentaban
su descarga al aumentar la conductividad del objeto, y como células “Off” en caso contrario.
Dos categorias de células “On” con diferentes profundidades preferenciales e histogramas
post EOD fueron registradas:1) unidades bimodales (n=9), ubicadas entre 50 y 100 micras
por encima de las aferentes, con la primer moda cerca de 12 ms después de la DOE y la
segunda, méas dispersa, entre 17 y 25. 2) Monomodales tardias, ubicadas entre 150 y 250
micras por encima de las aferentes. Estas neuronas tienen la moda alrededor de 24 ms y
son las que tienen la distribuciéon con mayor variabilidad. También encontramos 3 tipos de
células “Off”, localizadas a profundidades similares 1) Monomodales tempranas (n=6), a
200 micras (175 £68) por encima de los receptores, con una moda muy aguda temprana
en 12 ms. y 2). Células multimodales (n=12, 191 +58) con modas en 5 ms, 12 ms y una o
a veces dos modas después de los 20 ms y 3 células con inhibicién central.

Se muestra el analisis de la respuesta a cambios en la conductancia de un objeto sola-
mente en las neuronas pertenecientes a alguna de estas 5 categorias y el patron basal de
una sexta categoria, de muy baja variabilidad en la fase de descarga, la cual denominamos
(segtin esta propiedad y no por sus modas) como “fase fija”.
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Figura 5.4: Unidad con decarga en
fase fija Las unidades fase fija mues-
tran latencias cortas y muy baja desviacién
estandard (A) En un pez la unidad des-
cargd 1 a uno con la DOE. Notar en el regis-
tro la baja variabilidad en el tiempo de ocu-
rrencia (SD=0.02) para mil espigas super-
puestas. (B) Cinco descargas seleccionadas
y 1000 trazos superpuestos de otras dos uni-
dades de fase fija. La primera descarga con
cada DOE vy la segunda cae cerca de 1.7 ms
después. La segunda descarga cae al mismo
tiempo que una gran actividad basal, tal vez
perteneciente a un haz por donde vienen es-
tas unidades. Reproducida de Pereira y col.
2014

Unidades de fase fija

Seis de las unidades registradas en la primer etapa de registros Pereira y col. 2014 se
clasificaron como fase fija. Los histogramas post-DOE que corresponden a estas unidades
muestran cortas latencias respecto a la DOE y desviaciones estdndares muy pequenas
(rango de latencias: 6,6 - 13,7 ms, rango de STD: 0,02 - 0,7 ms, N = 6). Estas unidades
son, ademas, las tinicas que descargan uno a uno con la DOE y siempre un sélo disparo.
En uno de los peces se registro una pareja de unidades de fase fija, separables por la forma
diferente del pico, en la cual dispara la unidad temprana o el par (Fig. 5.4). Después del
par de espigas se observé un trazo de fondo ondeado (Fig. 5.4B, trazos individuales), lo
cual sugiere que este par de unidades pertenece a un haz de fibras. El raster post-DOE y
los histogramas de unidades fase fija mas variables (desviacién estandar 0,61 ms) pueden
presentar una pequena reduccién en la variabilidad con las aceleraciones espontaneas de la
DOE (Fig 5.4 C, D y E).

Estas neuronas son profundas, como puede observarse en la figura 5.4A se ve la actividad
de los receptores de la via lenta previo a la descarga de esta neurona, en 7 ms. Durante
los registros de los receptores era habitual encontrar alguna de estas neuronas. Maler
(comunicacién personal) afirma que son las neuronas horizontales, las cuales llevan senales
inhibitorias cruzadas entre ambos 16bulos. En algunos casos estas neuronas mostraron una
leve variacion de la latencia en condiciones de reposo. Nuestra hipdtesis es que tal vez el
pez estuviera moviendo la cola, lo cual afectaria los tiempos de activacion de los receptores
a ambos lados del LE, provocando esa desviacion. La observacion fue hecha durante el
andlisis offline, por lo que no lo podemos afirmar con seguridad. Por otro lado, la unica
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Figura 5.5: Neuronas Bimo-
dales Histogramas post-DOE de
dos neuronas bimodales en ausen-
cia de objeto. Las barras azules
corresponden a la descarga de la
primer espiga, las barras verdes a
la segunda espiga y las rojas a la
tercera. Modificado de “Spike ti-
ming patterns in the electrosen-
sory lobe of Gymnotus omaro-

rum

manera de afectar de manera significativa la latencia de estas neuronas fue con un objeto
contraletaral.

Es importante destacar que el momento de descarga de estas células inhibitorias coincide
con una inhibicion en la descarga de practicamente todas los tipos de unidades registradas.

Neuronas “On” bimodales

Registramos 9 neuronas bimodales. Estas neuronas presentan descargas en una de cada
tres DOEs (0.33 £ 0.09, N=9), pero no siempre descargan una sola espiga, por lo que su tasa
de descarga efectiva fue de 0.4456 £ 0.14 espigas/DOE (N=9). La primer moda y mayor
en casi todos los casos se ubica alrededor de las 12 ms. La segunda, con menor nimero
de espigas y mayor dispersion se ubica entre 17 y 23 ms. La figura 5.5A y B muestran los
histogramas post-DOE de dos neuronas bimodales. Las barras azules corresponden a la
descarga de la primer espiga, las barras verdes a la segunda espiga y las rojas a la tercera.
La primer moda se debe casi exclusivamente a la descarga de la primer espiga. En algunas
casos, ambas modas se deben a una unica espiga que descarga en una u otra moda (Fig
5.5A). Cuando hay una segunda descarga normalmente, ésta contribuye a la segunda moda.
En otros casos, como en la figura 5.5B, ambas modas se deben casi exclusivamente a la
primer espiga, que cae en una u otra. Esto sugiere que reciben dos volleys sinapticos, uno
excitatorio en cada moda, o uno lento, excitatorio, y una inhibicién que lo modula.

La figura 5.6A es un mapa de colores de histogramas sucesivos antes y después del
escalén en la resistencia (abierto-corto-abierto, 28 s-2 s-28 s) del objeto en la misma unidad.
El eje horizontal representa el intervalo inter-DOE; el eje vertical son las DOEs ordenadas
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a partir del inicio del estimulo (a la izquierda del mapa de colores se muestra el aumento en
la conductividad del objeto). Al final del ciclo de 28s en circuito abierto (parte inicial del
mapa de colores hasta el escalén) la neurona esté adaptada y muestra un patrén post-DOE
similar al patrén basal (fig 5.6B, arriba). Después del escalén hacia arriba hay un aumento
en la descarga global (ver rate en fig 5.6C, abajo), con adaptacién fasico-ténica. El pico
inicial baja rapidamente a valores intermedios que sigue bajando lentamente. La adaptacion
fasica corresponde a la primer moda (fig 5.6C arriba) mientras que la adaptacién ténica
se observa en la segunda moda (fig 5.6C medio). La probabilidad de descarga en la primer
moda baja a niveles inferiores que en circuito abierto y la segunda moda adapta pero se
mantiene en niveles de descarga superiores que en circuito abierto y se convierte en la
moda principal. Lo opuesto ocurre con el escalén hacia abajo, hay una inhibiciéon global,
las velocidades de adaptacion de ambas modas es distinta, con rapida adaptacion de la
primer moda y una adaptacion mucho mas lenta de la segunda.

En el mapa de color de la izquierda se muestra los histogramas post DOE consecutivos
calculados de 29 repeticiones del escalon en el estimulo. El escalon de aumento en la
conductividad es por encima de la linea blanca y la disminuciéon por debajo. Cuando se
mantiene la conductividad muy baja durante 28 segundos la neurona muestra el mismo
patrén bimodal que sin objeto (histograma de arriba en la figura 5.6B). En la figura 5.6C)
se muestra la tasa de descarga para la primer moda (arriba), la segunda moda (medio) y
para todo el intervalo inter DOE (abajo) promedio para las 9 neuronas bimodales incluidas
en este andlisis. Tanto en el patréon como en la tasa de descarga puede verse que hay dos
adaptaciones, una rapida y una lenta. En el histograma de la primer DOE después del
cambio puede verse un disminucion en la latencia del primer pico y un aumento en la
probabilidad de descarga en todo el intervalo, incluso hay descargas en el hueco a 15 ms
que habia en reposo y en alta resistencia. Luego hay una disminucion en la probabilidad de
descarga en la primer moda (incluso a valores inferiores que previo al escalén) con aumento
de la latencia a valores mayores que previo al cambio y una aumento significativo en la
probabilidad de descarga en la segunda moda (tercer histograma).

Si observamos solamente el rate global (fig 5.6C abajo), se puede observar ambas adap-
taciones, rapida y lenta pero se pierde el hecho que éstas ocurren en tiempos post DOE
diferentes.

Neuronas monomodales tardias “On”

La respuesta de las monomodales tardias esté presente en el 1 de cada 4 DOEs (0.26 +
0.08, N=6). La respuesta es generalmente una unica espiga (N=4) o dos (N=2) separadas
por mas de 10 ms cuya latencia es muy variable. Esto determina un histograma post-DOE
monomodal y el mds disperso de los registrados (figura 5.7A, arriba). La tasa de descarga
total fue de 0.31 £ 0.11 (N=6). Al poner objetos en su campo receptivo (Fig. 5.7 B-D)
estas neuronas muestran un cambio tanto en el histograma post-DOE (Fig. 5.7B y C) como
en la tasa de descarga excepto por la tasa de descarga (Fig. 5.7D). Con el objeto de alta
resistencia (Fig. 5.7B arriba y C, asterisco) la neurona descarga similar que sin objeto. El
cambio mas drastico se observa en el histograma de la primer DOE después del escalon
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Figura 5.6: Modulacién de neuronas
bimodales. A) Mapa de colores donde se
representa el curso temporal de los his-
togramas observados en 1 ciclos te tra-
bajo de 2-28s. La altura del histograma
esta codificada en escala de colores. Ca-
da linea horizontal corresponde a un histo-
grama post-DOE. Estos estan ordenados a
partir del escalén de aumento en la con-
ductividad (“On") por encima de la linea
blanca y la disminucién de la conductivi-
dad del objeto (“Off") por debajo. B) His-
togramas post-DOE correspondientes a 4
tiempos extraidos de (A). Nétese la dife-
rencias de forma entre dichas distribucio-
nes (bimodal antes del escalon, multimodal
justo despues del escalén “On”, monomo-
dal tadia luego de un tiempo de adaptacién
y monomodal temprana justo despues del
escalén "Off”). C) se muestra la tasa de
descarga para la primer moda (arriba), la
segunda moda (medio) y para todo el in-
tervalo inter DOE (abajo) promedio para
las 9 neuronas bimodales incluidas en este
analisis. Modificado de “Spike timing pat-
terns in the electrosensory lobe of Gymno-
tus omarorum’ .
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Figura 5.7: Neurona Monomodal “On” tardia. A) Histogramas post-DOE promedia-
dos de 5 neuronas. B) Histogramas post-DOE del experimento mostrado en C)(panel de la
izquierda), antes del escalén hacia arriba (arriba), justo después del escalén (medio), después
de adaptado (abajo). Los simbolos indican los tiempos y el nimero de DOEs de cada histogra-
ma en (C). C) Mapas de colores donde se representan los cursos temporales de los histogramas
observados en 3 experimentos con ciclos de trabajo de 2-28s, 7-23s, y 28-2s. La altura del
histograma estd codificada en escala de colores. Cada linea horizontal corresponde a un histo-
grama post-DOE. Estos estdn ordenados a partir del escalén "Off-On" (panel de arriba de la
linea blanca) y “On-Off" (panel de abajo). D) Tasa de descarga promedio de 5 unidades en
las cuales se compararon 4 ciclos de trabajo. Puede observarse que hay una respuesta fasico
ténica, donde la respuesta fasica inicial es similar en los cuatro ciclos, pero la caida rapida es
mayor en el ciclo 2-28s y menor en el ciclo 28-2s (flechas). Correspondientemente, la adaptacién
posterior muestra pendientes claramente diferentes. Modificado de “Spike timing patterns in
the electrosensory lobe of Gymnotus omarorum’.

(Fig. 5.7B, medio) donde la neurona cambia completamente la fase de mayor probabilidad
de descarga, siendo ahora la fase inicial, en 9 ms, y con muy baja variabilidad. Luego de
este transitorio, una vez que la descarga se estabilizo, la célula mostré un patrén bimodal
(Fig. 5.7B, abajo).

La tasa de descarga también mostré un patrén fasico ténico (Fig. 5.7D). El aumento
inicial es similar en los 4 ciclos de trabajo utilizados, sin embargo la adaptacion rapida de
este aumento inicial (flechas en Fog. 5.7), es menor a medida que aumentamos el tiempo
con el objeto .®“cendido”, es decir poco tiempo con la neurona inhibida. El escalén hacia
abajo provoca un breve silencio y luego una lenta recuperacion.

Monomodales “Off” tempranas

Esta categoria presenta un pico a 12 ms y algunas neuronas presentan una segunda
descarga muy poco frecuente y dispersa de forma tardia. que no alcanza a configurar una
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Figura 5.8: Neurona monomodal temprana. A) Raster del experimento con ciclo 2-28s.
Los puntos azules corresponden a la primera espiga, los verdes a la segunda y los rojos a la tercera
Puede observarse que la neurona se silencia en la primer mitad del intervalo y tiene un aumento
compensatorio de la descarga en la segunda mitad del intervalo. La inhibicién de la moda en
10-11 ms presenta un breve silencio y luego adapta lentamente al igual que el incremento tardio,
en sentido opuesto. B) Se muestra el rate por sub-intervalos (temprano:arriba, tardio: medio)
y la tasa global (abajo). Estas neuronas responden de manera fasica al “"Off". Modificado de
“Spike timing patterns in the electrosensory lobe of Gymnotus omarorum’”
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segunda moda (Fig. 5.3 abajo, izquierda). Como su nombre lo indica, la prababilidad
de descarga de esta neuronas disminuye practicamente a cero en la moda principal (8-
14ms) con objetos conductivos (Fig. 5.8A y B, arriba). Sin embargo tienen un aumento
en la probabilidad de descarga en fases tardias (entre 20 y 35 ms, Fig. 5.8A y B trazo
medio). Una caracteristica llamativa de estas neuronas es que la tasa de descarga total se
mantiene constante durante el escalén hacia arriba (Fig. 5.8B, abajo). De todas formas
la clasificamoss como célula “Off” debido a que la moda principal de la desarga basal se
apaga con el escalén arriba. Esta respuesta es el principal argumento para afirmar que en
el LE el patrén post-DOE tiene informacién que no esta en la tasa de descarga.

El escalén hacia abajo causa un pico de rebote importante que afecta tanto las modas
tempranas como tardias. Esto es seguido por una rapida adaptacion.

Multimodales

La respuesta de las multimodales en condiciones de reposo muestran al menos tres
modas, y frecuentemente estan en bms, entre 10-15 ms la segunda y entre 20-35 la tercera.
La figura 5.9 muestra la respuesta de una neurona que tiene 4 picos en el histograma post-
DOE. Al aplicarle el ciclo de estimulacién, se aprecia la inhibicién casi total al escalon
conductivo, sin adaptacion visible luego de dos segundos. La respuesta al escaléon abajo es
la aparicion de las 4 modas vistas en reposo, seguida de una adaptacién donde se inhibe la
segunda moda (en 10-15 ms) casi completamente y disminuye el tamano de la tercera y la
cuarta. Es de resaltar que la primer moda no tiene adaptacién lenta, sélo fdsica. Aumenta
la descarga de la primer moda solamente durante la primer DOE después del escaldn.

Superficiales “Off”

Este tipo de neuronas se caracteriza por una moda muy temprana (5 ms) que corres-
ponde a un pico agudo del histograma (5.10A, izquierda). Dicha moda es seguida por un
periodo de inhibicién que comienza en 7 ms y cuya duracion e intensidad se modula am-
pliamente por la conductividad del objeto (5.10A centro y derecha). Este efecto inhibitorio
presenta una clara adaptacién lenta que se observa mejor en las fases largas del hemi-
ciclo conductivo de estimulacién, como se observa en la Fig 5.10B, donde se comparan los
grandes promedios de todas las neuronas registradas de este tipo, bajo 4 ciclos de esti-
mulacién. Los rasters de dos neuronas individuales de esta categoria muerstran en detalle
este proceso adaptativo (Fig 5.11) Por otra parte, durante el hemiciclo no conductivo se
observan al menos dos periodos de adaptacién. El primero, muy répido (cabeza de flecha,
5.10) comienza en la segunda DOE después del cambio conductivo-no conductivo y dura
de 3 a 4 DOEs. EL segundo, como en otras neuronas, es lento y sucede al primero luego
de una recuperaciéon parcial de la tasa de descarga.
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Figura 5.9: Neurona multimodal Histograma post-DOE en ausencia de objeto. Barras azu-
les corresponden a la primer espiga, las verdes a la segunda espiga y las rojas a la tercera espiga.
B) Mapa de colores donde se representa el curso temporal de los histogramas codificados en
escala de color. Cada linea horizontal corresponde a un histograma post-DOE. Estos estan orde-
nados a partir del escalén “Off-On” (panel de arriba) y “On-Off" (panel de abajo). Modificado
de “Spike timing patterns in the electrosensory lobe of Gymnotus omarorum”
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Figura 5.10: Superficial “Off” A) Promedio los raster post-DOE de 6 unidades de esta
categoria. lzquierda: sin objeto; centro: Respuesta inmediata al escalén de resistivo a conductivo;
Derecha: Respuesta inmediata al escalén de conductivo a resistivo. B) Adaptacién lenta de la
descarga global. El experimento consistio en 20 repeticiones de 4 ciclos de estimulacién de
30 segundos de periodo (2-28; 7-23, 20-10 y 28-2 ms).Se calculdé el numero de espigas por
DOE para cada descarga ordinal definiendo como “DOE cero” la dltima antes del cambio de
impedancia del objeto. Cada trazo negro corresponde al gran promedio (6 neuronas) de la tasa
de espigas por DOE. Las lineas grises corresponden a 2 errores estdndar por encima y por
debajo de la media. Los trazos de la izquierda corresponden al cambio de la resistencia del
objeto de circuito abierto a cortocircuito y los de la derecha al cambio en sentido opuesto.
Notese: a) el aumento de la diferencia entre la tasa de disparo justo después de la instalacion
del estimulo conductivo y justo antes de la instalacidn del estimulo no conductivo con el tiempo
de adaptacidn; b) la presencia de una “hendidura” (punta de flecha) seguidamente al aumento
de la tasa evocado por la instalacidn del estimulo no conductivo. Modificado de “Spike timing
patterns in the electrosensory lobe of Gymnotus omarorum’”
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Figura 5.11: Modulacién de neuronas lisas centro “Off”. A) Raster e histogramas co-
rrespondientes a un experimento con ciclo de estimulacién 20-10. En el raster se superponen los
tiempos de descarga correspondientes a 20 ensayos. Puntos azules, verdes y rojos corresponden
a primera segunda y tercera espiga despues de la DOE respectivamente. Las llaves indican el
conjunto de espigas integrado en los histogramas de la derecha. B) Igual que en A para otra
unidad del mismo subtipo. Modificado de “Spike timing patterns in the electrosensory lobe of
Gymnotus omarorum’
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5.3. Registros en libre movimiento

Estos resultados describen el desarrollo de una tecnica que al presente no ha sido posible
de implementar en forma sistematica en peces eléctricos. Fueron presentados en forma de
poster en 2012 y son la base de un articulo en preparaciéon. Las 10 unidades estudiadas por
este método no pudieron ser localizadas precisamente dado que se utilizé un registro bipo-
lar con una separacién entre electrodos del mismo orden que la distancie entre las capas
polimorfica y granular del 16bulo eléctrico y por otra parte la ausencia de un estudio post
mortem de la localizacion del electrodo impide establecer con certeza a que mapa perte-
necen. No obstante la profundidad de implentacién 1400 micras desde la superficie sugiere
que se trata de unidades del mapa centrolateral. Por estas razones no podemos establecer
si estas neuronas pertenecen a alguna de los subtipos descriptos en la seccién anterior. No
obstante claramente observamos perfiles “on” y “off” en relacion con la presencia de cubos
metalicos y plasticos (2cm de lado). Por otra parte en un pez se estudié el efecto del refu-
gio en tubos sobre la descarga unitaria. Como se decribe previamente este comportamiento
provoca una modulacién global de la imagen eléctrica (Pereira y col. 2005).

5.3.1. Registros unitarios.

Al igual que en los registros agudos, cuando el animal estaba en reposo, en ausencia
de objetos cercanos, estas neuronas presentaron patrones post-DOE no homogéneos, con
modas en 5, 12 y/o 23 ms. Cuando el pez exploraba un objeto, se acercaba a una pared o
un objeto era colocado manualmente cerca de su cuerpo, el nimero de espigas y la latencia
mostraron alteraciones claras. Como era de esperarse, los objetos plasticos y metalicos
causaron objetos opuestos (Fig 5.12. Dependiendo del tipo de neurona, encontramos que
los objetos metalicos colocados en determinadas regiones de la piel causaron incrementos
o decrementos en la tasa de descarga y cambios en el histograma post-DOE. Esto se
corresponde con lo encontrado en los registros agudos, donde encontramos neuronas centro
“On” y centro “Oft”.

En otro pez estudiamos el comportamiento de refugio en un tubo plastico. Observamos
cambios en la tasa de descarga y en el patron post-DOE dependientes de la posicion
relativa del pez en el tubo. En el ejemplo de la figura 5.12 habia una célula centro “Off”
con campo receptivo en el costado de la cabeza, que redujo su tasa de descarga cuando
el pez se encontraba con el cuerpo dentro del tubo pero la cabeza afuera (Fig 5.12A). En
esta posicion relativa con respecto al tubo la LDOE en la cabeza es mayor que cuando no
estd en el tubo (ver Pereira y col. 2005). Esta reduccién de la descarga fue acompanada
por un cambio en el patrén post-DOE, pasando de tener 2 modas en reposo (Fig 5.12B,
modas en 17 y 30 ms) a una unica (moda en 17, fig 5.12A).

Cuando la cabeza del pez se encuentra dentro del tubo la intensidad de la LEOD es
menor que sin tubo. En este caso la actividad de la unidad en la moda temprana aumenta
de manera marcada (Fig 5.12C) y aumenta la inhibicién entre modas a la vez que disminuye
la amplitud de la segunda.

Para comparar las distribuciones post-DOE seleccionamos tres momentos de descarga
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estable de 300 descargas cada una, representando cada una de las tres condiciones: incre-
mento del estimulo local, control y disminucién del estimulo local. El test de x? muestra
diferencias significativas entre las dos condiciones y el control ((Fig 5.12C), abajo).

En un tercer pez, exploramos los efectos del movimiento manual de un cubo de cobre
en la region del campo receptivo de una neurona cuyo perfil basal es similar a las neuronas
superficiales off descriptas en experimentos agudos. En la cara proxima al pez se tallé un
perfil en “diente de sierra” con bordes verticales con un periodo interborde de 2 mm, de
modo que dependiendo de la posicion relativa de los bordes cercanos al pez se pudiese
generar un estimulo “On” u “Off” y generar cambios rapidos entre estimulos al mover
dicha cara paralela a la piel.

Dicho movimiento a 1 o 2 mm paralelo a la piel en la zona del campo receptivo pro-
voco fuertes modulaciones de la descarga, tanto en la frecuencia como en el patréon post-
DOE. Tres patrones diferentes fueron observados en tres contextos sensoriales diferentes.
Movimiento del objeto (indicado como 1 en fig 5.14), objeto quieto (indicado como 2 en
fig 5.14) y sin objeto (indicado como 3 en figura 5.14)

Los patrones tienen en comun el silencio entre 8 y 12 ms. Los picos en 4-7 ms y en
12-18 ms cambiaron dependiendo del contexto.

En la figura 5.14B se muestran los histogramas post-DOE de 200 espigas representando
los tres contextos diferentes. (barras grises) comparados al histograma normalizado a lo
largo de todo el experimento (histograma en escalera, rojo, el test de x? después de la
correccion de Bonferroni para multiples comparaciones muestra diferencias significativas
entre los histogramas, p<0.005, DF=24) .

Estos experimentos sirvieron para: 1) Los registros de unidades en libre movimiento son
posibles. La combinacion de esta técnica con el modelado de imagenes desarrollado en esta
laboratorio en colaboracién con el Dr. Budelli puede ayudar mucho a la comprensién del
sistema eléctrico. 2) La similitud entre estas unidades y las unidades registradas en agudo,
con el pez descerebrado, sugiere que el cerebro anterior no interviene de forma directa en
la modulacién del patron post-DOE, y por lo tanto las observaciones hechas son vélidas
para el pez cronico.
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Figura 5.12: Raster post-DOE de unidades crénicas. A) Raster post-DOE de una
neurona “Off" y una neurona “On" al ser estimuladas con un cubo metélico. El inset muestra
un trazo crudo de referencia y la superposicién de las unidades extraidas de la neurona “Off" B)
Histogramas y raster post-DOE de la descarga de una unidad “On" estimulada sucesivamente
por un cubo plastico y un cubo metalico. Los puntos rojos corresponden a la DOE siguiente
a la de referencia (en cero). Las respuestas de novedad (puntas de flecha) corresponden a los
momentos de retiro y colocacién de los objetos)
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Figura 5.13: Modulacién de unidad en registro crénico. A) Raster e histograma post-
DOE histograma post-DOE con el pez dentro del tubo. Puede observarse que la segunda moda
es suprimida. B) Beurona registrada en situacién control, fuera del tubo y sin objeto. Puede
observarse ambas modas prominentes. C) Tercera condicién con el pez solamente con la cabeza
dentro del tubo, donde la primer moda se hace mas fina y la segunda disminuye y se retrasa en
el tiempo
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Figura 5.14: Registro crénico de neurona bimodal. Neurona bimodal. A) Frecuencia
de la unidad a diferentes regiones temporales después de la DOE. Puede observarse que la
modulacién mo es homogénea en todo el intervalo. Derecha, histograma post-DOE Raster e
histograma post-DOE histograma post-DOE en los tiempos indicados a la izquierda.



Capitulo 6
Discusién

6.1. Codificacion periférica

El hallazgo mas novedoso de este estudio es que los aferentes primarios de G. omarorum
conocidos como “burst duration coders” (denominados B en esta tesis) son muy sensibles
a cambios en la forma de onda. El significado de estos hallazgos son discutidos desde tres
puntos de vista: a) Las propiedades de la codificacién; b) la capacidad de responder 1 a 1
con la DOE;, y ¢) La importancia de la distorsién de la forma de onda en el procesamiento
electrosensorial

6.1.1. Variables de codificacion

Los cambios en la latencia, intervalos y numero de espigas estan bien correlacionados
entre si. El coeficiente de determinacién (r?), indica que mds del 95 % de la varianza en los
intervalos intra-tren son explicados por la varianza de la latencia (4.6). Esto sugiere que
llevan informacién similar y/o redundante sobre el evento codificado. Ademads, el niimero
de espigas se incrementa a medida que decrece la latencia y el intervalo. Teniendo en cuenta
que la respuesta de las neuronas del LE estan caracterizadas por la probabilidad de disparo
en determinada fase post-DOE y ésta es diferente para cada tipo neuronal (Pereira y col.
2014), podria postularse que las diferentes variables tienen efecto sobre distintas neuronas
y/o que actian de manera sinérgica. De todas formas, la variable eponima, duracién, no
parece ser el parametro mas fiable, ya que es la mas variable o ruidosa.

La correlacién entre los pardmetros del tren indica también que codifican una sola va-
riable del estimulo. Esta variable seria una combinacién de amplitud y fase de los diferentes
componentes de frecuencia de la sSLEOD. Dado que la latencia de la primera espiga del tren
depende de la distancia del receptor a la cabeza (Bastian 1977 y observacién personal), y
que los receptores més alejados estdn més dispersos que en la fovea electrosensorial (por
lo tanto receptores vecinos tendran latencias méas diferentes entre si en la zona de la cola
que receptores vecinos en la fovea) Tal vez la latencia sea més importante en la region de
la fovea, y el intervalo intra tren lo sea para receptores de la regién de la cola, donde hay
mayor variabilidad de distancia y latencia entre receptores vecinos.
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El modelo heuristicos de la respuesta de los receptores desarrollado en este laboratorio
(Cilleruelo y Caputi 2012) explica los datos de investigaciones anteriores (Bastian 1976,
Bastian 1977, Bennett 1971, McKibben y col. 1993, Yager y Hopkins 1993, Watson y Bastian
1979). Dicho modelo, que consta de 4 etapas (filtro pasa alto, resonancia, rectificaciéon y
codificacién) predice la sensibilidad de los receptores a las distorsiones en la amplitud y el
espectro de fases del estimulo natural.

Los grandes cambios en la respuesta a una distorsion del espectro de frecuencias sin
cambiar la energia total, concuerdan con estudios previos (Bastian 1977; Bennett 1971;
McKibben y col. 1993; Watson y Bastian 1979; Yager y Hopkins 1993) que muestran
que el umbral de los receptores depende de la frecuencia del estimulo. Ademas, Bastian
(Bastian 1976) encuentra que la frecuencia de sintonia es més alta que la frecuencia de pico
del espectro de potencias (PPF) de la DOE propia. Esto concuerda con el aumento de la
respuesta de los receptores al aumentar la energia de los componentes de mayor frecuencia
al colocar un capacitor. Estudios con estimulos ain mas naturales, por ejemplo presas
vivas, son necesarios para saber qué componentes de la onda se ven més afectados en la
naturaleza.

Estos resultados explican los resultados comportamentales (Aguilera y Caputi 2003) que
muestran que la respuesta de novedad es mas sensible a objetos capacitivos que resistivos.
En dicho estudio el valor de las capacitancias a las cuales es mas sensible la respuesta de
novedad es coincidente con este el hallazgo en el presente estudio (10-16 nF).

En el estudio hecho por Watson y Bastian (Watson y Bastian 1979) en G. carapo en-
cuentra receptores cuya frecuencia éptima de respuesta es 1 KHz (el doble que el PPF de
la LDOE propia) pero coincidente con la PPF de la DOE local generada por un cones-
pecifico. Esta propiedad de estos receptores lo hacen un candidato adecuado también para
la comunicacion.

La codificacion de fase también fue postulado en el modelo citado previamente (Cille-
ruelo y Caputi 2012). En nuestros experimentos las capacitancias provocan un cambio en
amplitud y fase de los diferentes componentes de la onda imposibles de aislar, dado que son
ambos funcion de la misma variable, la impedancia. Por lo tanto, estudios reduccionistas,
que alteren sélo la fase o s6lo la amplitud de los diferentes componentes son necesarios
para determinar su importancia relativa,

Finalmente, una propiedad importante encontrada en este estudio es la adaptacién de la
respuesta, caracterizada por una fase inicial rapida seguida de una lenta, que parece seguir
una funcién potencial como la descrita para peces de onda (Benda y col. 2005; Clarke y
col. 2015). Esta propiedad no fue predicha por el modelo heuristico de Cilleruelo y Caputi
(Cilleruelo y Caputi 2012) aunque podria hacerlo cambiando las propiedades sindpticas
entre la célula receptora y las terminales nerviosas (comunicacién personal).

6.1.2. Los receptores procesan las senales imagen por imagen

Nuestros resultados confirman hallazgos anteriores (Bastian 1976, Bastian 1977; Fessard
y Szabo 1961, Hagiwara y Morita 1963 McKibben y col. 1993, Watson y Bastian 1979,
Yager y Hopkins 1993 que ambos receptores, tipo B y MP codifican cada DOE. Aunque el
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numero de espigas en cada DOE podrian codificar las imagenes eléctricas en una manera
relativamente similar a los peces de onda, la modulacion de la latencia y del intervalo
inter-espiga en los tipo B sugieren que los peces de pulso codifican de manera mas precisa
las senales locales. La adaptacién fasico-tonica de la respuesta a cambios locales junto a
la evaluaciéon imagen por imagen podrian facilitar la deteccién de estimulos novedosos y
contribuir a la tipica respuesta de novedad que puede ser provocada por una sola DOE
(Caputi y col. 2003).

Esta evaluacion imagen por imagen es més similar a lo que ocurre en los peces mormiri-
dos (Bell 1990b, Bell 1990a Emde y Bleckmann 1992), que a lo que ocurre en los gymnotidos
de onda los cuales tienen un intervalo inter DOE menor al requerido para que llegue la
espiga del receptor al LE (en las especies de alta fecuencia, al menos). Por ejemplo, muchas
células del LE descargan alrededor de 12 ms despiies de la DOE, por lo que ese seria el
tiempo minimo que le lleva al LE evaluar si la nueva imagen es diferente de la anterior. En
un pez de onda (Apteronotus), 12 ms después habran ocurrido entre 10 y 12 DOEs maés.
Dada la alta frecuencia de descarga y las propiedades adaptativas del receptor la evaluacion
imédgen por imégen de las senales son imposibles en los peces de onda.

6.1.3. Consecuencias sensoriales a la sensibilidad a la forma de
onda

Este estudio también muestra la importancia de los estimulos naturales en el estudio del
sistema nervioso. La sensibilidad a cambios en la forma de onda implica varias consecuen-
cias sensoriales. Primero, en muchas especies de pulso el campo eléctrico generado tiene
formas de onda diferente en diferentes partes del cuerpo (Caputi y col. 1998; Rodriguez-
Cattaneo y col. 2008), dado que la fuente tiene varios componentes diferentes distribuidos a
lo largo del cuerpo . Por lo tanto, el mismo objeto colocado en distintos puntos del cuerpo
modificara de forma diferentes cada uno de estos componentes de la DOE dependiendo
de su distancia relativa a la fuente de dicho componente. Esto implica que en un objeto
resistivo colocado en un lado del pez puede provocar cambios en la forma de onda, cosa
que no sucede, o es despreciable, en la fovea, salvo objetos muy grandes.

Segundo, dado que la forma de onda de la LDOE es bastante constante en toda la
zona rostral, los cambios en la forma de onda local sélo podrian indicar la presencia de un
organismo vivo, los cuales tienen mayores capacitancias que los no vivos, por la presencia
de las membranas celulares.

Finamente, en el caso G. omarorum al menos, la LDOE generada por los coespecificos
en la fovea tiene algunas caracteristicas en comin con forma de onda local de la LDOE
modificada por un capacitor. Ambas formas de onda se caracterizan por una disminucion
de la relacién de Vi/V3 y un aumento de V,/V3 Aguilera y Caputi 2003. La forma de
onda local de los co-especificos cambia con la posicion relativa entre los peces, lo cual
podria tener importancia durante el cortejo. En el género Brachypopomus, durante la época
reproductiva los machos aumentan la relacién V4/V3 (denominadas Negativa y Positiva en
esta especie bifésica), lo que podria aumentar el alcance de la detectabilidad de la senal
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por parte de las hembras. Esta descrito que un despliegue comin durante las interacciones
antagonistas en estos peces, es la posicién antiparalela, que maximiza la relacién V,/V3 en
la févea del rival.
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6.2. ;Codificacion dual en el Lébulo Eléctrico?

6.2.1. Posibles explicaciones de los patrones de descarga obser-
vados

Nuestros resultados anatomicos confirman la estructura del 16bulo electrosensorial de
G. omarorum descrita previamente por Réthelyi y Szabo 1973 y su similitud con el mejor
estudiado LE de los Gymnotiformes de onda (Berman y Maler 1999; Carr y col. 1982;
Chacron y col. 2011; Krahe y Maler 2014; Maler 1979, 2009; Marsat y Maler 2010; Shumway
1989). En particular, confirmamos hallazgos relativamente recientes (Maler 2009) indicando
la presencia de somas de neuronas eferentes a diferentes niveles, desde la capa granular hasta
la piramidal (Fig 5.1). Es de destacar un tipo neuronal, el cual no estd muy estudiado en
peces de onda y al que no se hace demasiada referencia, el cual llamamos células calvas,
caracterizadas por un bien desarrollado arbol dendritico basilar y sin dendritas apicales
(Fig 5.1C).

A pesar de las similaridades histolégicas, el LE de peces de onda y de pulso trabajan con
imégenes eléctricas de forma muy diferente. Los peces de onda pueden llegar a descargar
con un intervalo equivalente al periodo refractario de descarga, mientras que los peces de
pulso descargan con una tasa entre uno y dos érdenes de magnitud menor, dependiendo la
especie. Ademads, mientras que el tipo de descarga (continua) en los peces de onda implica
la necesidad de extraer la informacién de la envolvente de la senal (Chacron y col. 2011;
Marsat y col. 2012; Metzen y Chacron 2014), los peces de pulso evaliian la entrada imagen
por imagen (Aguilera y col. 2001; Caputi y col. 2008; Pereira y col. 2005). De acuerdo con
esto, nuestros registros y analisis de los potenciales de campo y de la actividad unitaria
indican que la via lenta de G. omarorum tiene un patrén de activacion después de cada
DOE complejo, pero preciso.

El analisis de densidad de corrientes muestra que los generadores principales del patrén
espacio temporal de activacién del LE estan localizados entre la GCL y la PNL, donde estan
localizados la mayoria de los somas neuronales. Al ser tan similares el conexionado y las
morfologias celulares, es muy probable que las piramidales basilares correspondan a algunas
tipos de unidades “On” y las piramidales no basilares, que reciben inervacién aferente de
manera indirecta, a través de las interneuronas granulares inhibitorias correspondan a
algunas tipos “Off” reportadas en este estudio. Sin embargo podria ocurrir que mas de un
tipo de piramidal basilar o no basilar o que otros tipos neuronales también se expresen
de manera “On” y “Off”. Nuestro estudio muestra que en los gymnotiforme de pulso la
modulacién de los estimulos sensoriales no solo afecta la tasa de descarga de las neuronas
del LE sino también la latencia de las espigas tal como se observa en mormiriformes de
pulso. Los diferentes periodos o fases post-DOE tienen modulaciones diferentes en cada
sub tipo de neurona “On” y “Off”. Sin ambargo es posible identificar periodos de mayor o
menor probabilidad de descarga que son comunes a mas de un tipo neuronal.

Una caracterisica comtn a las neuronas “On” es un patrén bi o trifasico (excitacion 4-5
ms -silencio 6-9- excitacion 10-17 o silencio 1-9 ms -excitaciéon 10-17 ms) que ocurre entre
los 4 y los 17 ms y coincide con los picos y valles observados en los potenciales de campo.
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Haciendo un estudio comparado es posible que esta secuencia de excitacion-inhibicién ex-
citacion inicial pueda ser explicada por la inhibicién cruzada recurrente mediada por las
células ovoides. Maler y Mugnaini (Maler y Mugnaini 1994) muestran varios tipos de inter-
neuronas gabaergicas en las capas profundas, que reciben entradas directas o indirectas de
los receptores tuberosos, siendo las ovoides una de ellas. Resultados similares atin sin publi-
car fueron encontrados en este laboratorio para G. omarorum (Castelld, Pereira y Caputi).
Estas neuronas forman parte de una proyeccion comisural que provoca inhibicién reciproca
entre los mapas homologos de ambos hemisferios del LE y potencialmente participando del
mecanismo de “rechazo de modo comtun” (Bastian y col. 1993). Segin Maler y Mugnaini
(Maler y Mugnaini 1994) las células ovoides proyectan al hemisferio contralateral y sus axo-
nes inervan densamente las células basilares piramidales profundas y las dendritas de las
basilares piramidales. En este estudio registramos en numerosas ocasiones unidades tardias
(6 ms) de descarga tnica en la capa de los receptores. Estas unidades probalemente sean
células ovoides (Maler, comunicacién personal). La actividad principal en la capa de los
somas piramidales ocurre entre 10 y 17 ms. En este periodo los histogramas post-DOE de
las neuronas monomodales tempranas y las multimodales tienen sus modas principales. En
esta ventana temporal se observan con mayor claridad algunos de los efectos adaptativos
discutidos mas abajo.

Luego de esta moda principal, Las neuronas bimodales profundas tienen una segunda
inhibicién, de menor intensidad que la primera, para luego mostrar, en algunos casos, una
moda alrededor de 25 ms. En esta region del histograma la latencia es mas variable DOE
a DOE. La mayor dispersion alrededor de esta moda se debe, posiblemente, a que no
esta limitada por la fuerte inhibiciéon previa y posterior observada en la moda principal.
Esta moda es también mas diversa en el sentido que su origen sinaptico puede ser distinto
en cada tipo neuronal. En las bimodales se puede deber a una segunda espiga luego de
la que generé la moda principal (Fig 5.5B) o reflejar un patrén de activacién complejo en
el cual se distinguen dos picos (Fig 5.5A). Es de destacar que la moda principal (en 12
ms) tiene una respuesta fasica rapida reflejando cambios en el estimulo, mientras que la
fase tardia, después del valle posterior a la moda principal, muestra una adaptacion lenta,
probablemente codificando el nivel estacionario del estimulo. En las monomodales tardias
reflejan un patrén de activaciéon monomodal aunque cuando es excitada puede generar dos
disparos sucesivos separados 10 ms, transforméndose en bimodal (tercer histograma de la
derecha de la figura 5.7).

En las neuronas superficiales “Off” se observa una clara moda temprana alrededor de 5
ms despues de la DOE. Dicha moda se afecta poco por la presencia de objectos. La posicion
relativa de esta neuronas con respecto a la capa de aferentes primarios y su caracteristica
“Off” sugiere que tanto los dos subtipos (tanto las que presentan varias modas como las
que presentan un incremento lento de la probabilodad de descarga) corresponden a neu-
ronas piramidales no basilares. En ambas las fase tadia de la descarga se bloquea ante la
presencia de objetos metalicos y se incrementa frente a no conductivos. Esto sugiere la pre-
sencia de un “tono basal” ya sea originado en una actividad marcapaso (Nogueira y Caputi
2011) en la activacién indirecta a traves de los granos de la capa inferior o de la eminencia
granularis posterior a traves de las fibras paralelas. Dicho tono es modulada por una fuerte
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inhibicién por la entrada sensorial a traves de neuronas inhibitorias (posiblemente granos
propios del LE o polimorficas). Un aspecto dificil de explicar es la presencia sistemética del
pico precoz a 4-5 ms post DOE en neuronas que no reciben contactos sinépticos directos
de los aferentes. Este pico podria corresponder en algunas casos a un silencio artefactual
entre el fin del intervalo pre DOE y el comienzo del intervalo post-DOE (no es posible
identificar las espigas durante la DOE). Sin embargo existen neuronas en las cuales cla-
ramente la probabilidad de descarga justo antes de la DOE es significativamente menor
que la observada en dicho pico. Esto genera la duda sobre la posibilidad de una descar-
ga corolario o la convergencia de comandos descandentes disparados por la via rapida, la
cual arriba al mesencefalo con una latencia de 2-3 ms. Tanto durante la activacién con
la depresion de la respuesta por la presencia de objetos de conductancia distinta a la del
agua (aunque menos en el caso de la depresién, posiblemente debido a un efecto “piso”
ya que no existe probabilidad de descarga negativa) el efecto inicial se atenia lentamente
sugiriendo que dichos cambios lentos corresponden a plasticidad en las entradas sindapticas
tardias, posiblemente mediadas por los contactos entre las fibras paralelas y las dendri-
tas apicales ya sea de dichas neuronas o de las interneuronas que proyectan sobre ellas.
Es interesante detacar que la presencia de mas de un tipo de neurona “Off” en la capa
polimorfica podria corresponder a distintos subtipos anatémicos. La correlaciéon anatomo
funcional debera hacerse por registros intracelulares in vivo. El desarrollo técnico de un
preparado descerebrado aportado por el trabajo conjunto con la Dra. Pereira (Tesis de
Doctorado PEDECIBA, 2016; Pereira y col. 2014) permitird dicho estudio en peces con
descarga espontanea.

6.2.2. Adaptacion de la descarga

Dado que en los experimentos comportamentales de Caputi y col. 2003 se observa
plasticidad en la respuesta de novedad, decidimos explorar el proceso de adaptacion de la
respueta neuronal con protocolos similares al utilizado en dicho estudio comportamental.
La adaptacion de las respuestas a estimulos escalonados muestra tres etapas distintas, que
pueden ser observados conjuntamente en el mismo tipo celular o no. Una caracteristica del
proceso de adaptacién de las respuestas en mas (es decir el aumento de la tasa de descarga
celulas “On” frente al incremento del estimulo o en celulas “Off” luego de la reduccién del
estimulo) es que luego de un aumento de la probabilidad de descarga debido a un escalon
en el estimulo existe reduccién rapida de la misma durante 3 o 4 DOEs que es seguida de
un nuevo incremento. Esto provoca una “hendidura” en el curso temporal de la respuesta.
Dicho efecto, “adaptacion inmediata” podria estar mediado por realimentacién inhibitoria
proveniente de centros superiores. En efecto, el bucle LE-niicleo praeminencialis podria ser
el substrato morfologico de dicho efecto, tal como se describe no solo en los peces de onda
sino ademas en los mormiridos de pulso.

Un segundo proceso de adaptacion remeda el curso temporal de la respuesta receptorial.
En efecto como se observa en las células monomodales tardias dicho proceso se prolonga
durante decenas de DOEs y probablemente sea el reflejo en la red neural de la adaptacion
de la senal de entrada. Finalmente, existe un proceso de adaptacién lenta que dura decenas
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de segundos, mas claramente observado en las neuronas “Off” mas apicales posiblemente
dependiente de plasticidad sinaptica a nivel de los contactos de las fibras paralelas sobre
las dendritas apicales.

6.2.3. La presencia de patrones sugiere un posible cddigo de la-
tencias

Ademas, las diferentes dinamicas adaptativas observadas en las distintas fases post-
DOE y la diversidad de probabilidad de descarga en dichas fases en los ditintos tipos
neuronales determina que los patrones post-DOE pueden cambiar con los estimulos y con
la historia de los mismos. Este efecto, que no se puede observar en peces de onda, sugiere
que una forma de codificaciéon por “spike timing” podria haber evolucinado de manera con-
vergente junto con la habilidad de explorar el entorno con una descarga pulsatil. Entender
los codigos empleados por el sistema nervioso para representar las senales sensoriales es un
problema general de la neurociencia. Se ha debatido durante mucho tiempo si la tasa de
espigas o la secuencia de intervalos son las variables relevantes en la codificacién sensorial.
El papel de la tasa de espigas es evidente y fue reconocido como una variable importante
desde el comienzo de los registros unitarios (Adrian y Zotterman 1926) y la importancia de
la secuencia de intervalos se establecié claramente cuando Segundo y colaboradores (Segun-
do y col. 1963) muestran que la respuesta de las neuronas post-sindpticas es dependiente
del patron de espigas presinapticas. Hoy sabemos que las caracteristicas dinamicas de los
componentes pre y post-sinapticos de la sinapsis y las propiedades intrinsecas de la neurona
postsinaptica determinan como la secuencia temporal de las espigas aferentes condiciona
la probabilidad de disparo de la neurona post-sindptica. Ademas, las espigas aferente a
una célula tendran diferentes efectos dependiendo de la temporizacién con respecto a otras
entradas aferentes a la misma célula (Bell y Grant 1989; Bell 1989; Carr y Konishi 1988;
Gawne y col. 1996; Monier y col. 2003) y los cambios dependientes del tiempo en la efica-
cia sinaptica y las propiedades intrinsecas de las neuronas criticas en un circuito neuronal
pueden conducir a cambios en las respuestas de la red como resultado de las entradas re-
cibidas en el pasado inmediato (Bell y col. 1993, 1997; Bender y col. 2006; Jacob y col.
2007). Los c6digos de latencia también pueden proporcionar ventajas computacionales adi-
cionales tales como: operacion a diferentes escalas de tiempo; reduccién de la ambigiiedad
en comparacion con los cédigos de frecuencia; y la generaciéon de representaciones neurales
més robustas al ruido ambiental (Panzeri y col. 2001, 2010). Sin embargo, cada cédigo de
latencias es especifico del circuito y no se puede evaluar correctamente sin una descripcion
detallada de la conectividad del circuito, la funcién y la dindmica en condiciones naturales.
Esto requiere registrar la actividad neuronal en animales que se mueven libremente. El
desarrollo de dicha técnica en peces eléctricos aportado en esta tesis y las facilidades de
estudio anatémico del LE, asi como la posibilidad de modelar la imagen eléctrica en peces
en libre movimiento desarrollada en el laboratorio previamente, permitiran en el futuro
estudiar en detalle dicho proceso de codificacion en el LE.

Es importante destacar que la postulacién de un codigo de latencias requiere identi-
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ficar el tiempo de referencia de la descarga de una espiga. Por ejemplo en el caso de los
mormiridos de pulso existe una descarga corolario del niicleo comando del 6rgano electrico
que sirve como referencia temporal para la comparacion entre el estimulo esperado y el que
llega. Dicha descarga asociada a fenémenos plasticos antihebbianos (tambien observados
en este estudio) podria servir para implementar la deteccién de novedad en el patron del
estimulo. Son necesarios mas estudios comparados para entender mejor esta convergencia
con los mormiridos de pulso. En gymnotidos no hay evidencia de descarga corolario, pero
existen varios mecanismos que podrian proveer una referencia temporal alternativa. En
primer lugar ha sido propuesto que la via rapida podria tener funcién de referencia tem-
poral de ocurrencia de la DOE. Dada la velocidad con que la senal llega al Magnocelularis
(2-3 ms despues del pico de V3), las senales podrian proyectar retrogradamente sobre LE
indicando la llegada de la DOE propia conjuntamente con la senal de los receptores que
dan origen a la via lenta (Castello y col. 1998). Por otra parte la descarga global invo-
lucrando regiones amplias del LE (las caracteristicas del estimulo en sombrero mejicano
frente a la presencia de un objeto mantendria una latencia promedio incambiada) podria
también proveer una referencia temporal relativa. Esto requiere convergencia de senales
con origenes espaciales distintos sobre centros superiores. La otra condicion necesaria pa-
ra establecer si existe dicho codigo de latencias es identificar neuronas sobre las cuales
exista convergencia de las senales de referencia y la entrada sensorial o al menos que su
probabilidad de descarga dependa de intevalo enre la ocurrencia de ambas senales. Por lo
tanto, nuestros hallazgos sugieren la presencia de un codigo de latencias y promueven la
investigacion de posibles senales de referencias y de neuronas decodificadoras que utilicen
dichas senales para decodificar la informacién proveniente de las senales aferentes.
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Capitulo 7

Conclusiones

Del presente trabajo podemos concluir que los receptores presentan una correlacion
entre las tres variables de codificacion posibles: latencia, intervalo inter-espigas dentro del
tren y nimero de descargas por tren. De estas tres, las mas fiables son la latencia y el
intervalo inter-espigas.

Los receptores de G. omarorum son presentan sensibilidad tanto a cambios en el RMS
de la senal como a cambios en el curso temporal de la misma. Los mayores cambios en la
respuesta de los electrorreceptores se dieron cuando cambiamos simultaneamente ambas
variables de la senal, mediante un objeto capacitivo.

Las neuronas del 16bulo eléctrico de G. omarorum presentan respuestas méas complejas
que en sus primos gymnotiformes de onda, ya que al modularlas cambia, ademas de la
frecuencia de descarga, la fase con respecto a la DOE.

En algunas neuronas con adaptacién fasico-ténica los componentes fasicos ocurren a
diferente latencia que los tonicos. En otras neuronas, al cambiar el estimulo cambia el
patréon post-DOE sin cambios en la tasa global de descarga.

Por lo tanto, en el 16bulo eléctrico de G. omarorum existe codificacién por la tasa de
descarga y el tiempo de ocurrencia de las descargas neuronales.
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Capitulo 8

Perspectivas

Las perpectivas a corto plazo y realizables en el laboratorio con el equipamiento ac-
tual, serian completar el estudio sobre los receptores, cambiando el diseno experiemntal.
Ya tenemos resultados previos de los efectos sobre los receptores de un pulso externo de
corriente, localizado, aplicado en diferentes fases de la DOE. Seria importante repetir los
experimentos de Bastian para corroborar que en G. omarorum también existen tres sub-
modalidades de electrorreceptores tuberosos. Una vez comprobado eso, habria que disenar
nuevos experimentos para explorar cuales son los mejores estimulos naturales para cada
una de las tres categorias. Una posibilidad seria que una submodalidad respondiera mejor a
la propia DOE local mientras que otra submodalidad lo hiciera para la DOE local generada
por un congénere y permitiera, ya a este nivel, la identificacién de especies.

Por otro lado, los resultados obtenidos con este trabajo van a permitir mejorar el modelo
realizado por Cilleruelo y Caputi 2012 en este laboratorio. Lo cual a su vez daria nuevas
ideas sobre el diseno experimental. Otro desarrollo interesante, pero mas a largo plazo,
serfa integrar en el modelo del pez (Rother et al, Sanguinetti, et al), el cual proporciona
imagenes eléctricas en la piel del pez, el modelo de los electrorreceptores. Ademas, por
Castello y col. 1998 conocemos la distribucién de los electrorreceptores en la piel. Esto que
nos proporcianaria la primer imagen neural que llega al LE.

Con respecto al l16bulo eléctrico, el siguiente paso a realizar es la identificacién anatémica
de los diferentes fenotipos electrofisioldgicos encontrados, mediante el registro intracelular y
marcado in vivo.®* conjunto con este marcado, seria importante realizar diferentes técnicas
histolégicas para conocer el conexionado interno del LE y poder avanzar en el modelado
de este circuito.

Es de destacar que el conocimiento sobre estos peces y sobre los receptores esta llegan-
do a un nivel donde ya empiezan a surgir investigaciones sobre aplicaciones tecnoldgicas
plausibles (Boyer y col. 2012; Gottwald y col. 2017) En este sentido hemos propuesto en
un articulo reciente (se adjunta) que el proximo desafio para la construccién de sistemas
electrorreceptivos biomiméticos es el desarrollo de detectores de forma de onda (Rodriguez-
Cattaneo y col. 2017a).
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