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Resumen

El presente trabajo se encuentra inscripto en el marco general del estudio de la
variabilidad de la actividad ritmica en osciladores neurales. Estos ultimos forman parte
de un conjunto mas amplio, los osciladores biolégicos (de los cuales el corazén es el
mas estudiado en la actualidad), generadores de ritmos inherentes a una multiplicidad de
procesos fisioldgicos. El estudio de los osciladores neurales constituye un campo de
creciente interés. Asimismo, el estudio de la variabilidad de las eferencias generadas por
los osciladores neurales brinda claves para la comprensidn de su organizacion anatomo-
funcional y de los mecanismos implicados en su desempefio.

En Gymnotus omarorum, pez eléctrico sudamericano, el nucleo electromotor bulbar
(NEB) es la estructura neural origen del comando electromotor para la descarga del
organo eléctrico (DOE). Se acepta que el NEB es un oscilador neural cuyas células
marcapaso (CMP) generan una descarga ritmica sincrénica. Este comando es capaz de
organizar a través de una compleja via de transmision, la actividad concertada de
centenares de electrocitos, células musculares modificadas, a lo largo del cuerpo del
animal generando una descarga eléctrica con un curso temporal estereotipado
caracteristico de la especie. La frecuencia de la DOE esta determinada por la frecuencia
de descarga de las cMP. EI NEB constituye una estructura neural relativamente sencilla,
bien estudiada y accesible a las técnicas habituales de laboratorio que permite ensayar
diversos abordajes experimentales lo que lo proyecta como un modelo de eleccion para
avanzar en el conocimiento de los osciladores neurales.

En este trabajo se llevd a cabo, en primera instancia, una caracterizacion de la
variabilidad del intervalo de la DOE del animal en reposo a través de la implementacion
de un conjunto herramientas estadisticas comunmente utilizadas en el andlisis de la
variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC). En una segunda etapa, utilizando técnicas
electrofisiologicas en animales inmovilizados, se llevaron a cabo registros simultaneos
de actividad eléctrica de la DOE y la descarga del NEB (dNEB) para determinar en qué
medida la linea de transmision interpuesta entre el NEB y el 6rgano eléctrico (OE)
aporta variabilidad al intervalo de la DOE. Aplicamos las mismas herramientas
estadisticas para la caracterizacion de la variabilidad de la frecuencia a ambas sefales,
con el objetivo de comparar el desempefio del sistema electrogenerador a dos niveles de
su organizacion jerarquica y evaluar la calidad y fidelidad de la DOE como indicador
del desempefio del NEB como oscilador biologico.

Encontramos que, en el animal en reposo, la DOE constituye una sefial ritmica robusta,
en la que la variabilidad del intervalo es llamativamente baja en comparacién con la que
exhiben otros osciladores bioldgicos. No encontramos diferencias significativas en los
parametros estadisticos de variabilidad del intervalo de la dNEB y de la DOE lo que
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indica la fidelidad y alto factor de seguridad de la linea de transmisién entre el NEB y el
OE pese a su extrema complejidad circuital y hace posible que el desempefio del NEB
como oscilador neural pueda ser analizado a través del registro de la DOE. Dado el
caracter no invasivo y técnicamente sencillo de este tipo de registro, este puede ser
obtenido en diferentes situaciones comportamentales haciendo posible analizar
indirectamente el desempefio del NEB en multiples circunstancias experimentales y
conductuales.

Introduccion
I- Osciladores bioldgicos

Los osciladores son unidades funcionales en las que de la interaccion de las partes que
los componen emerge un fendmeno periodico. Llamamos osciladores bioldgicos a
aquellas estructuras implicadas en la generacién de ritmos bioldgicos. Existen
numerosos ejemplos de la participacion de dichos ritmos en una multiplicidad de
procesos fisioldgicos indispensables para la vida. Algunos participan de la generacién
de patrones motores, como los implicados en la masticacién, la locomocion y la
respiracion (Harris-Warrick, 2010; Calabrese, 1998). En el tracto gastrointestinal, el
patrén ritmico generado por las células intersticiales de Cajal (conocido como patron de
ondas lentas) constituye el sustrato electrofisiolégico que subyace a la generacion de
movimientos peristalticos que movilizan el bolo intestinal (Thuneberg et al.; 1983;
Drumm & Baker 2016). La actividad ritmica del ndcleo supraquiasmatico del
hipotdlamo (responsable de la generacion del ciclo circadiano) participa de la
modulacién ritmica de la actividad de otros nucleos hipotalamicos, imprimiendo un
patron circadiano a la secrecion de ciertas hormonas producidas por el eje hipotalamico-
hipofisario (Carpenter, 1982). La actividad ritmica de la bomba cardiaca esta
determinada por la actividad marcapaso de las células del nodo sinoauricular. La
ubicuidad de los mecanismos generadores de patrones ritmicos asi como la importancia
fisioldgica de los procesos en los que estan implicados, hacen del estudio de los
osciladores bioldgicos un area de interés particular para la Biologia contemporanea.

El marcapaso cardiaco constituye uno de los osciladores bioldgicos més estudiados. En
este caso resulta sencillo identificar una estructura, el nodo sinoauricular, de cuyas
propiedades electrofisioldgicas (excitabilidad y automatismo) emerge la frecuencia
cardiaca como un ritmo bioldgico que puede ser modulado por una serie de mecanismos
que actlan sobre dicha red de células excitables (Ledrer, 2012). Osciladores neurales
circuitales, como el NEB de G. omarorum, se componen generalmente de redes
neuronales de cuyas propiedades electrofisioldgicas y las caracteristicas de conectividad
de la red, emerge una eferencia periddica (Buzaki, 2006). Sin embargo los ritmos
biol6gicos no siempre pueden atribuirse a la actividad concertada de las células de una
estructura concreta, sino que constituyen una caracteristica emergente de la actividad de
sistemas fisiolégicos complejos. Tal es el caso de los ritmos circadianos, o del ciclo
sexual femenino (Winfree, 2001). Méas adn, la mayor parte de los mecanismos
involucrados en la generacién de estos patrones ritmicos indispensables para la vida,
estan lejos de ser dilucidados.

Los osciladores bioldgicos mas estudiados se engloban mayoritariamente dentro de la

categoria de “osciladores de ciclo limite”. En la representacion grafica del plano de fase
(phase plane plot) que ilustra la relacién entre dos variables de estos sistemas dindmicos
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(Vm y dvml/dt, p. ej, en un oscilador celular) el comportamiento ritmico del oscilador
sigue una trayectoria que suele ser eliptica o circular (Hutcheon & Yarom, 2000). Luego
de ocurrida una perturbacion que desvie el desempefio de estos osciladores de su
trayectoria, el comportamiento del oscilador retornara a describir la trayectoria original.
Los osciladores de ciclo limite suelen ser de dos tipos: Osciladores harmonicos o
pendulares y los no harmonicos en donde la eferencia ocurre luego de una fase de
preparacién, o acumulacién de energia (oscilador de tipo van der Pol, Buzaki, 2006).

Para osciladores neurales los mecanismos que hacen posible la generacion de una sefial
ritmica pueden operar a nivel celular y/o circuital. En osciladores circuitales integrados
por una red neuronal donde las células aisladas carecen de actividad marcapaso, la sefial
ritmica puede emerger de las caracteristicas funcionales de la red, i.e. patrones de
conectividad y caracteristicas dinamicas de las sinapsis involucradas. Asimismo, en
determinadas circunstancias, las neuronas -y otras células excitables- se comportan
como osciladores de ciclo limite de tipo van der Pol. En osciladores celulares el
repertorio de conductancias de membrana de las neuronas con actividad ritmica
intrinseca puede determinar la existencia de oscilaciones periodicas de su potencial de
membrana. Ambos mecanismos (celular y circuital) no son mutuamente excluyentes de
modo que un oscilador neural puede estar conformado por células cuyo potencial de
membrana oscila intrinsecamente, pero la conectividad circuital (a través por ejemplo de
uniones gap) logra amplificar dichas oscilaciones. Como resultado se obtiene un
oscilador circuital donde la poblacion de neuronas presenta una descarga repetitiva
sincrénica. (Hutcheon & Yarom, 2000).

En el corazon, las células principales del nodo sinoauricular presentan caracteristicas
electrofisiologicas unicas que les confieren la propiedad de automatismo, incluso
aisladas en cultivo (Nathan, 1986). Asi, el intervalo entre dos potenciales de accién
cardiacos se caracteriza por un potencial de membrana que se despolariza
progresivamente (potencial marcapaso) hasta alcanzar el nivel de disparo. El disparo de
un potencial de accion es condicion necesaria y suficiente para que una vez finalizada la
repolarizacion, el potencial de membrana comience a despolarizarse progresivamente y
de inicio a un nuevo ciclo de actividad (Boron, 2012). Si bien se desconoce aun si las
cMP del NEB presentan descarga ritmica una vez aisladas de la red, el registro
intracelular de estas neuronas obtenido in vivo (Curti et al., 2006; Bennett et al., 1967) e
in vitro (Comas & Borde, 2012; 2016; Quintana et al., 2014) revela la existencia de un
potencial marcapaso tipico precediendo a la descarga de un potencial de accion.

I1- Herramientas para el analisis de la variabilidad en osciladores biolégicos.

El andlisis de la variabilidad de la secuencia temporal de los eventos ritmicos constituye
un abordaje accesible, a través del cual se puede caracterizar el desempefio de los
osciladores bioldgicos mediante la utilizacion de herramientas estadisticas relativamente
sencillas. Dicha caracterizacion, aun cuando no se conozcan los mecanismos implicados
en la generacion o modulacion de la actividad periodica de un oscilador, permite evaluar
el desempefio del mismo asi como el estado funcional de los mecanismos de control de
la actividad ritmica. Testimonio de esto es el estudio de la VFC y su aplicacion en la
clinica como herramienta diagndstica y prondstica de ciertas patologias en el ser
humano (Pascale et al., 1996; Nunan et al., 2010).



Para abordar el andlisis de la variabilidad en la frecuencia de la DOE y la dNEB hemos
hecho acopio de las herramientas corrientemente utilizadas para el estudio de la VFC,
tomando en cuenta que el oscilador cardiaco constituye uno de los osciladores
bioldgicos mejor caracterizados en la actualidad (Mansier, 1996). Ademas, hemos
incluido en nuestro analisis el calculo de pardmetros estadisticos basicos, propios de la
estadistica descriptiva, como la elaboracién de histogramas de intervalos de primer
orden y el célculo del coeficiente de asimetria de su distribucion (coeficiente de
asimetria de Fisher), herramientas que proporcionaron informacién cualitativa valiosa
respecto del origen de la variabilidad cuantificada a través del coeficiente de variacion.

Para evaluar cuantitativamente la variabilidad de los intervalos en el dominio del tiempo
utilizamos un conjunto de medidas de dispersion (varianza, desvio estandar y
coeficiente de variacion). Estos parametros permiten cuantificar la dispersion en la
distribucion estadistica de una poblacion de datos o espacio muestral. En el contexto de
esta pasantia, el espacio muestral al que aplicamos éstas medidas esta constituido por el
listado de intervalos de primer orden o tacograma (de la DOE y dNEB). En dichas
condiciones las medidas de dispersion son indicativas de la variabilidad de los
intervalos entre los eventos sucesivos.

a- Analisis de la variabilidad en el dominio del tiempo

Tacograma. Constituye uno de los pasos iniciales en el estudio de series temporales. Se
trata de un grafico de intervalos en funcion del tiempo de ocurrencia de los eventos. La
inspeccion de este gréfico permite apreciar las diferencias entre eventos sucesivos en el
tiempo y hacer una evaluacién primaria de su variabilidad. Con los ajustes necesarios, el
tacograma puede ser evaluado mediante herramientas mas complejas, como lo es el
analisis espectral (ver mas delante; Pascale, 1996).

Histograma de intervalos. El histograma de intervalos de primer orden expresa el
namero de intervalos en funcién de las magnitudes de éstos expresadas en rangos
discretos. Este histograma refleja la probabilidad de ocurrencia de los eventos dentro de
dichos rangos y permite evaluar el grado de periodicidad de una serie temporal. La
dispersion en el histograma aplicado a series temporales se relaciona con la variabilidad
de éstas. Cuanto mayor sea la dispersion consideraremos que la frecuencia de la sefial
presenta mayor variabilidad y por lo tanto que la sefial es menos periddica (Garcia-Austt
& Bufio, 1980).

Coeficiente de asimetria de Fisher (CAF). Cuantificacion del sesgo de una
distribucién. Este parametro es distinto de cero cuando la distribucion de los datos
difiere de una distribucion normal por lo que la media difiere de la mediana (el valor
central en la serie de datos ordenados de menor a mayor). Cuando esto sucede, una de
las colas de la distribucién abarca un rango mayor que la otra apareciendo un sesgo
hacia la izquierda (CAF negativa) o un sesgo hacia la derecha (CAF positiva).
Estadisticamente se puede hallar el parametro g, como medida de CAF, segun:

o = Zl(x - )°]
! n.od
Siendo cada x una de las magnitudes asumidas por uno o méas datos de la serie; x el
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valor medio de la serie, n el nimero total de datos de la serie y o el desvio estandar de
la serie de datos (ver més adelante).

Media: De una serie de datos numéricos, puede hallarse el valor medio ( ) como la
suma de todos los datos (Xx) sobre el nimero total de datos de la serie (n), segin:

% = Z= (Sokal & Rohlf, 1981).

Varianza: La varianza (¢ ) de una serie de datos numéricos se define como:

o _ZIf =97

1

Siendo f la frecuencia de una magnitud x de la serie, es decir, el nimero de datos que
asumen el valor x en la serie.

La varianza es una medida de la dispersion: su magnitud es directamente proporcional a
la dispersion de los datos de una serie con respecto al valor de la media. (Sokal & Rohlf,
1981).

Desvio estandar (DE). El desvio estandar (o) es una medida de dispersion
frecuentemente utilizada para series de datos que se ajustan a una distribucion normal, y
se define como la raiz cuadrada de la varianza. Para una distribucion normal,
representada por una campana de Gauss, el rango determinado por [X + o] concentra
una probabilidad del 68%, mientras que [%+ 3o] concentra el 99% abarcando
practicamente todo el rango de la distribucion. (Sokal & Rohlf, 1981).

Coeficiente de variacion. Si bien el desvio estandar nos permite estimar la variabilidad
en una poblacion de datos, si desearamos comparar variabilidad entre distintas
poblaciones de datos cuya media difiere, necesitariamos recurrir a otro parametro
estadistico. Para comparar la variabilidad relativa de series de datos con medias distintas
puede usarse el coeficiente de variacion (CV) segun:

CV=olx

Root Mean Square of the Successive Difference (RMSSD). Se trata de la raiz
cuadrada de la media de las diferencias entre intervalos sucesivos de una serie elevadas
al cuadrado. Este pardmetro estadistico constituye una manera de cuantificar la
variabilidad de alta frecuencia de series temporales y es frecuentemente utilizado como
indicador de la VFC (Bernston et al., 2005).

b- Analisis no lineal: Diagramas de Poincare.

El gréfico se elabora representando la correlacién entre eventos sucesivos, de manera
que cada evento (n) se grafica contra el siguiente (n+1). El area de dispersion de la nube
de puntos asi generada guarda relacion con la variabilidad de la serie de datos, y puede
objetivarse a través del ajuste de una elipsoide cuyos radios son los parametros SD1 y
SD2.



Dicha elipse se encuentra orientada segln la linea de identidad (nj = nj+1). Asi, SD1,
el radio menor de Ila elipse, representa el desvio estandar de los
puntosperpendicularmente a la linea de identidad y refleja la variabilidad de alta
frecuencia, mientras que SD2 representa el desvio estandar de los puntos a lo largo de la
linea de identidad, asocidndose con la variabilidad de baja frecuencia (Brennan et al.
2001). Asimismo los parametros SD1 y SD2 se relacionan con el DE y la RMSSD
(Brennan et al. 2001), segun:

[
sD2 = H{z.ﬂaf —1/, .RMS5D?

2

SD1 =./2.DE? — 5D2°

c- Analisis en el dominio de la frecuencia: analisis espectral

Se denomina anélisis espectral al conjunto de métodos utilizados para estimar la funcion
de densidad espectral de una determinada serie temporal. Una de estas herramientas es
el periodograma (gréafico de potencia en funcion de la frecuencia) (Chatfield, 1984;
Warner, 1998).

El diagrama de Fourier es un periodograma clasico derivado de la aplicacion de la
Transformada Répida de Fourier (FFT de Fast Fourier Transform) a una sefial continua.
Se trata de un gréafico de potencia en funcién de la frecuencia. La aplicacion de esta
herramienta al tacograma permite cuantificar la magnitud de la variabilidad de la serie
temporal, para cada uno de los rangos de frecuencia considerados (Chatfield, 1984;
Warner, 1998).

La utilizacion de estas herramientas de analisis adaptadas al estudio del sistema
electrogenerador de Gymnotus omarorum permite comenzar a explorar el desempefio
del NEB como oscilador neural, avanzar en la comprension de los mecanismos neurales
responsables de la elaboracion de la eferencia ritmica del sistema electrogenerador y de
aquellos implicados en la modulacion de su actividad. El anélisis del desempefio del
NEB a través del registro de la DOE requiere de la evaluacion previa de la fidelidad en
la transmision de la via neural interpuesta entre el NEB y el OE, aspecto que fue
abordado especificamente en esta pasantia.

I11- Gymnotus omarorum como modelo experimental.

G. omarorum es un pez eléctrico de pulso: emite descargas eléctricas débiles al entorno
(la DOE) que se caracterizan por presentar intervalos entre descargas mas prolongados
que la duracion de las mismas. EIl NEB de G. omarorum es un oscilador neural,
generador del comando ritmico para la DOE. La DOE cumple dos funciones: forma
parte de un sistema sensorial activo (electrorrecepcion activa), probablemente el sistema
sensorial mas importante para en estas especies, y de un sistema de comunicacién
intraespecifico (electrocomunicacion).

El sistema de electrorrecepcion activa en peces eléctricos consta de un sector
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responsable de la emision de pulsos eléctricos (sistema electromotor) y de un sistema
electrosensorial capaz de detectar y procesar la informacion derivada de los pulsos
eléctricos emitidos. Dichos pulsos seran distorsionados a causa de la heterogeneidad en
la impedancia eléctrica del entorno y la sefial distorsionada es detectada por
electrorreceptores ubicados en la piel del animal (Lissman & Machin, 1958). El perfil
espacial y temporal de las corrientes transcutaneas que son moduladas por estas
impedancias forma en la piel del animal una “imagen eléctrica” que serd transducida por
los electrorreceptores y procesada por los distintos elementos neurales del sistema
electrosensorial que median la percepcion de objetos del entorno (Lissman, 1951).
Incrementos de la frecuencia de la DOE como resultado de la modulacion de la descarga
del NEB se asocian a incrementos de la frecuencia en la adquisicion de la informacion
de imagen eléctrica contribuyendo a aumentar la discriminacion temporal del sistema
sensorial (Caputi et al., 2005).

La DOE cumple también un rol social en peces eléctricos. Modulaciones tanto en la
frecuencia como en la forma de onda de la DOE constituyen sefiales sociales para la
interaccion entre individuos de la misma especie. Estas modulaciones resultan de la
activacion especifica de estructuras premarcapaso que proyectan al NEB y modulan su
actividad. Dependiendo de la especie, este tipo de sefiales puede emitirse por ejemplo
durante el cortejo y en encuentros agonistas para sefializar el status social (Caputi et al.,
2005),

Lo antedicho pone en evidencia la importancia que tiene la DOE para la vida de estos
animales. Esta sefial es emitida de manera continua por el animal durante toda su vida.
En reposo, muestra una frecuencia de aproximadamente 25 Hz y una baja variabilidad
lo que sugiere la robustez de los mecanismos responsables de su generacion. Asimismo
debe ser suficientemente versatil para dar lugar a la modulacién rapida de la forma de
onda y el ritmo de la descarga satisfaciendo las necesidades que impone el entorno. Un
ejemplo de esto es el incremento abrupto de la frecuencia de descarga de la DOE
durante la respuesta de escape en G. omarorum (Falconi et al., 1995, 1997; Comas &
Borde, 2010), que se postula podria contribuir a un incremento de la frecuencia de
muestreo del entorno para facilitar la seleccion de la trayectoria de escape.

IV- El NEB como oscilador y el mecanismo de generacion de la DOE.

El NEB esté constituido por dos tipos neuronales diferentes: células marcapaso (CMP) y
células relé (cR). Las cMP descargan sincronicamente de manera ritmica a la frecuencia
de la DOE vy constituyen el verdadero oscilador del NEB. Existen evidencias que
sugieren la existencia del acoplamiento electrotonico entre las células del NEB, si bien
se desconoce aun el arreglo circuital de conexiones entre los dos tipos celulares que lo
integran aunque las evidencias apuntan a que las cMP se encuentran acopladas entre si y
estas con las cR (Comas & Borde, 2012; 2016). Este aspecto se encuentra actualmente
bajo investigacion en el laboratorio donde se desarrolla el presente trabajo. Cada
descarga de la poblacién de cMP se corresponde con una descarga de las células cR,
exhibiendo un patrén de descarga “uno a uno”. Las cR realizan el relevo de la descarga
marcapaso, proyectando sus axones caudalmente a lo largo de la médula espinal sobre
las electromotoneuronas (EMNSs) a través de contactos sinapticos de tipo mixto
(quimico-eléctrico) "en passant" que han sido poco estudiados (Trujillo-Cendz et al.,
1987). Las EMNSs, a su vez transmiten el comando a los electrocitos, que componen el
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OE (fig. 1), a través de contactos sindpticos quimicos colinérgicos cuyas peculiaridades
no seran detalladas en el presente trabajo. El reclutamiento espacial y temporalmente
organizado de cientos de electrocitos tiene como resultado la generacién de la DOE con
su forma de onda caracteristica de la especie. Se trata de una sefial periddica de
secuencia temporal estereotipada. Cuando se analiza un registro bitépico cabeza - cola
del animal pueden reconocerse cuatro fases V1, V2, V3y V4 (Fig. 2).

Electromotoneuronas
espinales

Electrocitos -/ —

dNEB

1ms

DOE

10 ms

Figura 1. Representacion esquemética de la organizacién general del sistema electrogenerador en
Gymnotus omarorum. A, El ndcleo electromotor bulbar (NEB) se encuentra integrado por dos
poblaciones de neuronas: células marcapaso (cMP) origen del comando ritmico para la DOE y células
relé, (cR). EI comando originado en las cMP es relevado por las cR que proyectan sus axones a través de
la médula espinal para reclutar a las electromotoneuronas que inervan a los electrocitos del OE. Se
representan esquematicamente: a izquierda el potencial de campo generado por la actividad ritmica del
NEB adquirido en la vecindad de las cMP (dNEB) y una DOE a la derecha, eferencia del sistema
electrogenerador. B, Se muestran dos registros simultaneos de dNEB (trazado superior) y DOE (trazado
inferior) donde se puede evidenciar la descarga ritmica del NEB y su relacion uno a uno con la DOE. La
flecha negra sefiala la deflexién correspondiente al artefacto generado por la DOE en el registro de campo
del NEB. La porcion de la sefial incluida en el recuadro corresponde al registro de la actividad sincrénica
marcapaso (primera deflexion negativa, marcada con un asterisco) y relé (segunda deflexion negativa).
Dicha porcién del registro se encuentra ampliada debajo.
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Figura 2. Descarga del OE en Gymnotus omarorum. Registro diferencial bitdpico cabeza — cola (G1-G2
izquierda, arriba) donde se indican las cuatro fases estereotipadas caracteristicas de esta especie: V1, V2,
V3, V4. Asimismo, la duracién de la DOE es también estereotipada (~3ms), poniendo de manifiesto la
sincronizacion en la actividad de cientos de células efectoras implicadas en el desarrollo de esta respuesta
eléctrica de secuencia temporal compleja. La negatividad de G1 respecto de G2 se representa como
deflexiones del registro hacia abajo (calibracidn arriba, derecha). Modificado de Borde et al., 2004.

En los Gymnotiformes de pulso los electrocitos ubicados en distintas zonas del 6rgano
eléctrico difieren en su densidad, tamafio, patron de inervacion y propiedades
electrofisiologicas (Macadar et al., 1989). Dichos electrocitos se encuentran contenidos
dentro de vainas conectivas (Tubos dobles, T1 a T4 con simetria bilateral), y dispuestos
dentro de estas vainas con la misma orientacion de manera de promover la suma de las
diferencias de potencial generadas por las corrientes que resultan de la estimulacion de
las caras (rostrales y/o caudales) de estas células (Caputi, 1999b) (fig. 3).

Asimismo, el patron de inervacion de los electrocitos es complejo y determina la
secuencia temporal y espacial del reclutamiento de poblaciones de células efectoras para
la organizacion de la DOE. Se distinguen tres regiones funcionales del OE: i.e. las
porciones anterior, central y posterior. Los electrocitos de las porciones central y
posterior son inervados en su cara caudal por axones de los nervios electromotores
posteriores (PEN), en tanto que las caras caudales de los electrocitos en la porcion
anterior son inervadas por axones que proceden de los nervios electromotores anteriores
(AEN). Las caras anteriores de los electrocitos doblemente inervados (ubicados en la
porcion anterior y central de T1) reciben inervacion de los nervios segmentarios 5 al 7
(Trujillo-Ceno6z & Echagie, 1989; Caputi, 1999b). (Fig. 3).

Cabe destacar que para comprender cabalmente la complejidad del patron de inervacion

que reciben los electrocitos del OE resulta necesario hacer referencia a las
particularidades de la organizacion funcional de las EMNs a nivel espinal. A este nivel
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de organizacion existe una serie de caracteristicas andtomo-funcionales decisivas para la
organizacion de la respuesta eléctrica.

El OE cuenta con una representacién espacial medular acortada. Ademas, las
motoneuronas de sectores medulares relativamente pequefios (5% del largo total del
animal) son responsables de la inervacion de porciones extensas del OE (aprox. 20% del
largo del animal). Las EMNs en dichas porciones medulares se encuentran organizadas
formando arreglos funcionales de activacion secuencial rostro-caudal, reclutando
ordenadamente a los electrocitos inervados por éstas (Caputi & Trujillo-Cen6z, 1994).
El alto nivel de solapamiento de las regiones espinales que controlan los distintos
sectores del OE podria ser de importancia para la secuencia temporal de reclutamiento
de regiones funcionales del OE.

Para agregar complejidad al sistema, en la médula espinal fueron identificados dos tipos
morfolégicamente diferentes de EMNs. En tanto que las EMNs pequefias son
responsables de la inervacion de las caras anteriores de los electrocitos, las EMNs
grandes son responsables de la inervacion de las caras caudales (fig. 3). Este arreglo
resulta particularmente interesante, puesto que permitié postular un mecanismo para la
activacion temporalmente ordenada de las caras rostral y caudal de los electrocitos
doblemente inervados, como resultado del reclutamiento de EMNSs pequefias previo al
reclutamiento de EMNSs grandes, en consonancia con el principio de reclutamiento de
Hennemann para las unidades motoras.(Caputi & Trujillo-Cendz, 1994).

©)
m

Porcidon anterior Porcidn central
(6rgano abdominal)

Porcién caudal

Figura 3. Representacion esquematica de la estructura y la inervacion del OE en Gymnotus omarorum. El
organo eléctrico se compone de cuatro pares de tubos con simetria bilateral: T1, T2, T3 y T4. Mientras
que T1y T2 ocupan la porcion anterior, central y caudal del 6rgano eléctrico y se ubican en una posicion
dorsal del mismo, T3 y T4 se originan a nivel del extremo anterior de la aleta anal y se extienden
caudalmente ocupando las porciones central y caudal del OE, donde se ubican ventrales respecto de T1y
T2. Algunos electrocitos se encuentran inervados exclusivamente en su cara caudal (monoinervados por
los nervios electromotores anteriores -AEN- 0 posteriores -PEN-) y otros son inervados tanto en su cara
caudal (AEN o PEN) como en la rostral (por los nervios segmentarios 5 a 7), i.e. doblemente inervados.
Asi, los electrocitos de T1 se encuentran doblemente inervados en las pociones anterior y central del OE,
pero son monoinervados en la porcidn caudal. Los electrocitos de T2, T3 y T4 se encuentran solamente
monoinervados. Modificado de Caputi, 1999.
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De lo expuesto méas arriba se destaca la complejidad circuital que subyace a la
generacion de la DOE en respuesta al comando sincronico emergido del NEB. En el
contexto de la generacién de una sefial como la DOE, que emerge de la articulacion de
la respuesta a niveles de organizacion sucesivos altamente complejos resulta
sorprendente que su secuencia temporal sea estereotipada, y su frecuencia igual a la de
la descarga del oscilador neural que la comanda. En el presente trabajo nos propusimos
indagar en qué medida esta sofisticada linea de transmision podria aportar variabilidad a
la inherente del propio oscilador.

Cabe destacar que caracterizar la variabilidad del comportamiento ritmico del NEB,
indispensable para la caracterizacion de su desempefio como oscilador, permitira
comprender cémo su eferencia ritmica puede ser modulada en distintos contextos
fisioldgicos. Sin embargo, a los efectos de evaluar su desempefio mediante técnicas de
registro no invasivas (i.e. registro bitopico de la DOE) y en los mas variados contextos
conductuales, es imprescindible evaluar en primera instancia que tan fiel es la linea de
transmision entre el NEB y el OE. Esto es, dilucidar en qué medida la secuencia
temporal de la DOE reproduce fielmente la del comando que la origina (ANEB).

Objetivos

e Poner a punto la utilizacion de herramientas estadisticas que permitan analizar
cuantitativa y cualitativamente la variabilidad de la frecuencia de la eferencia
ritmica del sistema electrogenerador, i.e. la DOE.

e Aplicar estas herramientas para explorar la fidelidad de linea de transmision

entre el NEB y el OE evaluando su eventual aporte a la variabilidad del intervalo
de la DOE.

Materiales y Métodos

La colecta y manipulacion experimental de los animales, asi como la obtencion de los
datos experimentales se realiz6 en funcion de lo descrito por otros autores (Comas &
Borde, 2010). Todos los protocolos experimentales mencionados cuentan con la
aprobacién de la CHEA, UDELAR, para su realizacion (Exp. 071140-000105-13; Exp.
071140-000092-13).

Los peces fueron colectados en la Laguna del Sauce (Departamento de Maldonado,

Uruguay), y alojados en jaulas individuales dentro de peceras con capacidad 500L,
durante al menos 10 dias previamente a su utilizacion.

Obtencién de datos:

1. Registro cabeza-cola de la DOE en el animal en reposo.

En relacion al objetivo 1, se realizaron experimentos de registro de la DOE del animal
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en reposo. En total fueron reunidos datos de 25 animales para ésta etapa.

Los animales fueron ingresados al laboratorio en peceras individuales al menos 24hs
antes del registro de la DOE, para promover su familiarizacion con el ambiente de
registro. Se los registré durante el dia (periodo de reposo ya que se trata de animales con
habitos nocturnos). Los registros fueron obtenidos en momentos en que los animales
permanecian en reposo aparente (no se constataban movimientos del animal en la
inspeccion visual). En estas condiciones se registrd la DOE durante un periodo de
tiempo de aproximadamente un minuto. Se procedié entonces a obtener un registro
bitopico de la DOE con el electrodo G1 préximo a la cabeza y el electrodo G2 proximo
a la cola del animal, ambos electrodos alineados con el eje longitudinal del animal (Fig.
2).

2. Registros simultaneos de la DOE y dNEB in vivo.

Para el analisis del eventual aporte de la linea de transmision a la variabilidad del
intervalo de la DOE (objetivo 2) se procedio al registro simultaneo de la dNEB y de la
DOE en experimentos terminales. La eutanasia se realiz6 mediante enfriamiento brusco
del animal o una sobredosis de MS222 (protocolo Exp. 071140-000092-13). Los
animales debidamente preparados (ver mas adelante) fueron colocados en una caja de
registro sobre una esponja humeda y cubiertos por una lamina hiumeda de algoddn,
donde se perfundié agua a través de las branquias y fueron sujetados por la cabeza
mediante puntas de fijacion. Las zonas de sujecion y las areas quirargicas fueron
infiltradas con anestésico local (Lidocaina, 2%).

Se realizaron experimentos de registro simultdneo de la DOE y dNEB. Para ello los
animales fueron curarizados (d-Tubocurarina, 1-3 pg/g; im) con dosis capaces de
provocar la paralisis del animal sin abolir completamente la DOE. En algunos casos
(n=2) los animales fueron anestesiados con pentobarbital (30ug/g). Fueron incluidos en
el andlisis los datos obtenidos de un total de 22 animales.

Registro de DOE: En estas condiciones la DOE fue monitorizada continuamente
mediante el registro cabeza-cola utilizando dos electrodos de metal con la configuracion
detallada mas arriba.

Registro de dNEB: A través de una craneotomia se expuso la superficie dorsal del
tronco encefalico y el sector mas caudal del cerebelo y del 16bulo eléctrico, permitiendo
el acceso de micropipetas al NEB ( ~ 3 MQ). La solucioén contenida en las micropipetas
fue NaCl (154 mM; 0.9%). Se bajo el microelectrodo verticalmente en sentido
dorsoventral para encontrar el NEB a traves de la identificacion del perfil de actividad
eléctrica caracteristica de la actividad de campo en distintas regiones (Curti et al., 1999;
2006) (fig. 4), y se registro en la regién marcapaso a nivel de las cMP, localizacién
definida como Ou que se utilizé como referencia para estimar la distancia a lo largo del
eje dorso-ventral a nivel de la linea media en la que es posible obtener registros de la
dNEB (Fig. 4). Para bajar las pipetas de registro utilizamos un micromanipulador
(Sutter Instruments Corp, EEUU), que permite movimientos con precision en el orden
del micrometro en los tres ejes del espacio.
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Figura 4. Perfil electrofisiologico de la actividad de campo del NEB. A, Dibujo en camara ldcida de una seccion
transversal representativa del NEB. Los somas mas pequefios de las células marcapaso se ubican en una posicion mas
dorsal, en tanto que los somas de las células relé presentan un tamafio mayor y se ubican en la region ventral del
nlcleo. Se indican con circulos negros dos sitios del NEB en los que se obtuvieron registros de campo en la vecindad
de las cMP (0 um) y proximo al soma de las cR (-300 um). En el experimento ilustrado, el sitio de registro obtenido a
nivel del soma de las cR fue marcado por depdsito extracelular del colorante "pontamine sky blue (PSB), para
referencia. B, Registros del potencial de campo a distintas profundidades del NEB a lo largo del eje dorso — ventral a
nivel de la linea media. Note que la forma de onda del potencial de campo del NEB permite identificar el sitio de
registro y distinguir si fue obtenido a nivel del soma de las cMP (0 um) o a distancias conocidas respecto de este sitio
en direccion ventral (-100 pm, -200 pm, etc) o dorsal (+100 pm, +200 um, etc) a lo largo de un recorrido vertical del
electrodo a nivel de la linea media. Modificado de Curti et al., 1999.
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3. Acondicionamiento, adquisicion y procesamiento de las sefiales.

Las sefiales obtenidas fueron amplificadas con el objetivo de optimizar su resolucion al
momento de la conversion analogo-digital. En el caso de la DOE, tanto para el animal
en reposo como durante los experimentos de registro simultaneo, las sefiales fueron
amplificadas (x100) por un preamplificador AC (P15, Grass Instruments, EEUU) y
filtradas entre 0.1Hz y 3KHz. Para el registro de la dNEB se utiliz6 un amplificador
Axoclamp 2A (Molecular Devices, EEUU), y se amplifico (x100 o x1000) la salida con
un acondicionador de sefiales. Concomitantemente, las sefiales eléctricas fueron
filtradas (filtro pasa-bajo a 3.0 kHz) y muestreadas a 20 kHz utilizando una tarjeta
conversora Digidata 1200 (12 bits; Molecular Devices, San José, CA, USA).

La visualizacion de dichas sefiales se realiz6 a través de un osciloscopio y de un
computador por medio del paquete pClamp (Molecular Devices, EEUU), que permite su
adquisicién (Clampex) y su posterior procesamiento primario (Clampfit). Este
procesamiento consistio en la deteccion de eventos (DOE o dNEB), la obtencién de
listados de intervalos de primer orden (que fueron analizados posteriormente) y a la
construccion de los tacogramas.
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Andlisis de datos:

Para el andlisis de la variabilidad de la frecuencia se utilizaron distintos programas
incluyendo: pClamp, SigmaPlot (Systat Software), Excel (Microsoft), Kubios (Kubios
HRV Standard 3.1), PAST3 (PAleontological STatistics 3.25, Hammer et al., 2001).

En todos los casos se analiz6 1 minuto de registro lo que corresponde a una media de
1580 intervalos. Se llevo a cabo un andlisis cuantitativo de la variabilidad de los
intervalos de primer orden de éstas sefiales mediante el calculo del coeficiente de
variacion que permitid la evaluacion global de la variabilidad, la RMSSD y el CAF de
los histogramas de intervalos de primer orden.

La caracterizacion cualitativa de dicha variabilidad se llevé a cabo mediante el analisis
espectral de los tacogramas y los diagramas de Poincaré de intervalo n vs intervalo n+1.
Los diagramas de Poincaré fueron elaborados en SigmaPlot. SD1 y SD2 fueron
calculados segun Brennan et al., 2001: sp2= |2.0:~ %/, .Russp ; SD1 =V2.DE"-35D2" y la

elipse fue dibujada en base a célculos trigonométricos utilizando como referencia el
trabajo de Piskorski & Guzik (2007).

Para realizar las FFT utilizamos el programa PAST-3. Cabe destacar que la construccion
del diagrama de Fourier a partir de un grafico como el tacograma, requiere que los
puntos de dicho grafico sean equidistantes. Por esta razon el programa debe realizar una
interpolacion de los datos para satisfacer dicha condicion (Luczak & Laurig, 1973).

Representacidn gréafica:

Periodogramas: A partir de los datos de potencia y frecuencia proporcionados por el
programa PAST 3 se elaboraron histogramas de porcentaje de potencia para rangos
discretos de frecuencia en SigmaPlot. ElI porcentaje de potencia abarcada por los
distintos rangos de frecuencia fue promediado para generar un histograma
representativo de toda la poblacion de datos para las distintas condiciones
experimentales.

Diagramas de caja (“Box plots”): Los parametros cuantitativos para el analisis de la
variabilidad de la frecuencia (media, DE, CV, CAF, RMSSD, SD1 y SD2) para las
poblaciones de datos correspondientes a cada condicion experimental estudiada fueron
representados a través de diagramas de cajas. En estos diagramas la linea horizontal
inferior corresponde al percentil 25, la superior al percentil 75 y la intermedia a la
mediana. La barra de error superior corresponde al percentil 90 y la inferior al percentil
10. Se muestran asimismo puntos por encima y debajo de las barras de error para
aquellos datos excepcionales que se ubiquen alejados del percentil 90 y 10.

Test estadisticos.

Para comparar parametros descriptivos de la variabilidad entre DOE y dNEB de
experimentos simultaneos se utilizd el test de t para muestras emparejadas.
Consideramos una diferencia entre dos grupos de datos estadisticamente significativa
cuando p = 0.05.
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Resultados

I- Caracterizaciéon de la variabilidad de la frecuencia de la DOE en el animal en
reposo.

Se realizaron registros cabeza-cola de la DOE de animales en reposo (n=25). Los
listados de intervalos inter-DOE constituyeron el espacio muestral al que fueron
aplicadas las herramientas estadisticas utilizadas.

Analisis de la variabilidad en el dominio del tiempo.

En primer lugar se llevo a cabo una caracterizacion primaria de la variabilidad de las
series temporales mencionadas (fig. 5y 6). El tacograma de la DOE (fig. 5) ilustra el
régimen de descarga del OE en un periodo de tiempo acotado (~1 minuto).

Una inspeccidn inicial del tacograma permite reconocer a la DOE como una sefial
ritmica altamente periddica, donde puede apreciarse sin embargo un cierto nivel de
variabilidad de los intervalos caracteristica del desempefio del sistema electromotor en
estas condiciones experimentales (Fig. 5A). Esta variabilidad resulta de cambios rapidos
entre intervalos sucesivos (nos referiremos a este fendmeno como variabilidad de alta
frecuencia), y cambios lentos en los que la duracion del intervalo se modifica
progresivamente siguiendo un curso temporal mas lento (que Ilamaremos variabilidad
de baja frecuencia). La dispersion del histograma de intervalos de primer orden (Fig.
5B) refleja en parte la variabilidad observada en el tacograma. De manera caracteristica
el histograma de intervalos para la DOE se ajusto a una distribucion normal de reducida
dispersion en torno al valor medio. El intervalo medio de la DOE difirio para cada
individuo. En las condiciones en que fueron llevados a cabo los registros en esta etapa
el valor medio del intervalo fue de 38.2181+8.391 ms (para un n=25, i.e. la totalidad de
los animales registrados en condiciones de reposo), (fig. 5C1) y el DE, asumio valores
de 1.057+0.623 ms (fig. 5C2). La distribucion present6 un sesgo hacia la izquierda
compatible con una tendencia al acortamiento de los intervalos (fig.5C3). En efecto el
CAF asumio sistematicamente valores negativos (-0.414+0.618).
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Figura 5. Cuantificacion de la variabilidad de la DOE a través de pardametros de dispersién. A, Ejemplo
representativo de un tacograma: intervalos de primer orden en funcion del tiempo, obtenido en
condiciones de reposo. B, Ejemplo representativo de un histograma de intervalos de primer orden. C,
diagramas de caja (Box plot) de algunos pardmetros descriptivos de la distribucion de los intervalos de
primer orden y de su variabilidad: la media (C1), el desvio estandar (C2) y el coeficiente de asimetria de
Fisher (CAF) (C3). Notese que la DOE presenta caracteristicamente histogramas sesgados hacia la
izquierda, lo cual se corresponde con valores del CAF negativos. Dicho sesgo se corresponde con una
fuente de variabilidad particularmente generada por acortamientos de los intervalos. Para C se analizaron
25 individuos en condiciones de reposo (n = 25).

El CV del intervalo para la DOE de los animales en reposo fue de 0.028+0.014 (fig.
6A). Por su parte, la variabilidad de alta frecuencia cuantificada mediante el parametro
RMSSD (fig. 6B) fue de 0.233+0.086 ms, que normalizado al valor del intervalo medio
(RMSSD/Im) fue de 0.006+3.3x10-4 (correspondiendo a un 0.6% del intervalo natural
medio).
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Figura 6. Cuantificacion de la variabilidad total y de alta frecuencia para la DOE de animales en reposo.
A, Diagrama de caja del coeficiente de variacion, indicador de la variabilidad de los intervalos de primer
orden en el dominio del tiempo. B, Diagrama de caja de la RMSSD, indicador de la variabilidad de alta
frecuencia para la serie temporal analizada. Para A como para B se analizaron 25 individuos en
condiciones de reposo (n = 25).

Anélisis no lineal de la variabilidad: Diagrama de Poincaré

Para avanzar en la cuantificacion de la variabilidad en rangos precisos de frecuencia, las
series temporales de intervalos fueron estudiadas utilizando el diagrama de Poincaré y el
andlisis espectral del tacograma. Para la DOE el andlisis revel6 una distribucion
caracteristica de la nube de puntos a lo largo de la linea de identidad, muy superior a la
dispersion en sentido perpendicular a la misma (fig. 7A). Los parametros SD1, asociado
con la variabilidad de alta frecuencia y SD2 asociado a la variabilidad de baja
frecuencia alcanzaron valores de 0.16510.061 ms y 1.48410.881 ms, respectivamente
(fig. 7A).

Andlisis de la variabilidad en el dominio de la frecuencia.

En linea con los resultados anteriores, el analisis espectral de los tacogramas mostro una
variabilidad para la DOE dentro de un rango de frecuencia entre 0 y 20 hz cuyo
principal componente se encontrd concentrado en el intervalo de 0 a 2 hz
(P%=34.6461+16.520) (Fig. 7). La diferencia entre la potencia % concentrada en dicho
intervalo en comparacion con la potencia acumulada por cada uno de los siguientes
intervalos considerados fue estadisticamente significativa (p=5.24x10°).
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Figura 7. Caracterizacion cualitativa de la variabilidad de la DOE. A, Anélisis no lineal de la
variabilidad: diagrama de Poincaré. Abajo a la derecha, diagrama de caja representando los parametros
descriptivos del diagrama de Poincaré: SD1 (refleja variabilidad de alta frecuencia) y SD2 (refleja la
variabilidad de baja frecuencia) para un n = 25. Se constatan valores de SD2 (1.48 +0.88) superiores a
SD1 (0.17 1.48 + 0.06), test de t para datos emparejados - p = 3.7 X108, indicando una variabilidad
concentrada principalmente en la altas frecuencias. B, Anélisis en el dominio de la frecuencia: Promedio
del porcentaje de potencia concentrada en intervalos discretos de frecuencia, para un n = 25. En
concordancia con lo antedicho para A, el intervalo que acumula una mayor proporcién de la potencia es
de 0 a 2 Hz (34.6+16.5 %), existiendo diferencias significativas entre éste y todos los demas rangos (p <
5,24 X1079). En suma, la variabilidad de la DOE parece concentrarse mayoritariamente en las bajas
frecuencias.

En suma, a través de herramientas estadisticas sencillas realizamos una caracterizacion
cuantitativa y cualitativa de la variabilidad de la DOE en animales en situacion de
reposo. De estos resultados la DOE emerge como una sefial periddica robusta.
Asimismo aplicando métodos graficos como el diagrama de Poincaré y el
periodograma, logramos poner en evidencia caracteristicas distintivas de la variabilidad
de la DOE. Tanto el andlisis en el dominio de la frecuencia como el analisis no lineal de
la variabilidad revelaron una componente predominante en el dominio de las bajas
frecuencias ( ~34% de la variabilidad acumulada en el intervalo de 0 a 2 Hz
$D2 > 5D1).

I1. Exploracion del eventual aporte de la linea de transmision a la variabilidad del
sistema electrogenerador

Los parametros utilizados para la cuantificacion de la variabilidad en el dominio del
tiempo no mostraron diferencias significativas entre la DOE y la dNEB registradas
simultdneamente. En la figura 8A se esquematiza la estrategia experimental utilizada.
Los tacogramas de dichas sefiales presentaron una secuencia temporal practicamente
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idéntica como se ilustra en el ejemplo de la figura 8B. La resta punto a punto de los
tacogramas de la DOE y la dNEB resulta practicamente en una linea recta en Y=0
asumiendo un valor promedio de -5.6x10 (+ 0.03).

El intervalo medio (65.441+18.96 ms para la DOE y 65.441+18.96 ms para dNEB, Fig.
8C) y el desvio estandar (1.10+1.44ms para la DOE y 1.10+1.45ms para dNEB, Fig.
8D) no presentaron diferencias significativas (p=0.45 y p=0.23, respectivamente, test de
t para muestras emparejadas). Asimismo los valores de CAF para ambas sefiales fueron
negativos y tampoco mostraron diferencias significativas (-0.621+0.84 para la DOE y -
0.6310.84 para dNEB) (p=0.15, test de t para muestras emparejadas).

58
A B = 56| L
2% s I‘M A AR ;
T £ w ﬁ#ﬁ []
= 5212 © 3 ! H {
= 50
AINEB w 58
> S5 56{ 2 i b )
& sa [ AU R A I s
=< e ¢
£ 52 '3 * :w?{’. f
: 50
G1 w
9 4
£_ 2|3
DOE TTéT 0
m= 2
z -4
© T T T T T T T
£ 0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
t (ms)
C 10 D 1
o———o
— —~ 6-
o — i [}
2 S 4
T 80 ——¢ 2 Y £
1S o] —————eo © @ o0
e — g o 3
ERC RN —— e ? 8ly 2
: — N = I b
£ 2 S
40 .E. O 0 A 5 -3 1 oe—— o
o
o
20 . r . . 4 r r
DOE dNEB DOE dNEB DOE dNEB

Figura 8. Los parametros descriptivos de la dispersion en la distribucién de intervalos de primer orden
son précticamente idénticos en los registros simultdneos para DOE y dNEB. A, Representacién
esquematica de la adquisicion simultdnea de DOE (electrodos cabeza — cola) y dNEB (electrodo de
referencia sub cutaneo y microelectrodo en NEB). (Adaptado de Caputi et al. 2005). B, Ejemplo
representativo de tacogramas obtenidos de registros simultaneos de DOE y dNEB donde se muestra que
la secuencia temporal de los intervalos es igual para ambos registros. B1, Tacograma para dNEB. B2,
Tacograma para DOE (registro simultaneo a A.1). B3, La resta punto a punto de los intervalos en B1y B2
es una linea recta por y=0. En los diagramas C, D y E se grafican los valores de Intervalo medio, desvio
estandar y CAF respectivamente, para DOE y dNEB (n = 22).

Mostrando la misma tendencia que los restantes parametros de variabilidad, el CV
(0.01+0.02 para la DOE y 0.01+0.02 para dNEB) y la RMSSD (0.46+0.55 para la
DOE y 0.4710.55 para dNEB) tampoco mostraron diferencias significativas (p=0.23
para ambos, test de t para muestras emparejadas) (fig. 9).
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Figura 9. Los pardmetros primarios para la cuantificacion de la variabilidad total y de alta frecuencia son
préacticamente idénticos para los registros simultaneos de DOE y dNEB. A, Coeficiente de variacion: no
se encontraron diferencias significativas entre registros simultaneos — test de t para muestras emparejadas,
p =0.23 - . B, RMSSD: no se encontraron diferencias significativas entre registros simultaneos — test de t
para muestras emparejadas, p = 0.23.

En relacion a los parametros que emergen del analisis no lineal de la variabilidad del
intervalo, tampoco encontramos diferencias significativas entre la DOE y la dNEB (Fig.
10). En efecto, la distribucion de los puntos en los diagramas de Poincaré resultaron
practicamente superponibles como se ilustra en el ejemplo representativo de las Fig.
10A y 10B. Similares hallazgos se obtuvieron en los 22 experimentos. Tanto la SD1
(Fig. 10C) como la SD2 (Fig. 10D) fueron similares para la DOE y la dNEB
(0.33%0.39 vs 0.33 + 0.39 para SD1 y 1.51+2.01 vs 1.51+2.02 para SD2, p=0.23 y
p=0.28 para SD1 y SD2 respectivamente, test de t para muestras emparejadas).
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Figura 10. No se hallaron diferencias entre registros simultaneos para el andlisis no lineal de la
variabilidad. A, diagrama de Poincaré para registro de DOE. B, diagrama de Poincaré para registro de
dNEB simultaneo al registro en A. Notar que los diagramas en Ay B son indiferenciables en la inspeccién
visual. C, box plot de SD1 para dNEB vs DOE. No se hallaron diferencias significativas (test de t para
muestras emparejadas: p = 0.23). D, box plot de SD2 para dNEB vs DOE. No se hallaron diferencias
significativas (test de t para muestras emparejadas: p = 0.28).

Finalmente, el andlisis de la variabilidad en el dominio de la frecuencia tampoco
mostrod diferencias significativas entre DOE y dNEB (Fig. 11). Al comparar la potencia
acumulada por cada intervalo de frecuencia considerado entre DOE y dNEB
constatamos en todos los casos que no existié una diferencia significativa (p=0.21).

En consonancia con los resultados presentados para la DOE de los animales en reposo,
para las sefiales detectadas simultaneamente la variabilidad parece concentrarse
preferentemente en las bajas frecuencias. En éstas condiciones experimentales esta
caracteristica se acentué de manera que la potencia total se encontré distribuida en el
rango de 0 a 14 Hz. El intervalo de 0 a 2hz acumulé la mayor proporcion de la potencia
total tanto para la DOE (70.71126.72 %) y dNEB (72.26124.50 %) no existiendo entre
ambos valores diferencias estadisticamente significativas (p = 0.205).
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Figura 11. No se hallaron diferencias significativas para los registros simultdneos de DOE y dNEB en el
andlisis de la variabilidad en el dominio de la frecuencia. A, Perfil de potencia % en funcién de rangos de
frecuencia en Hz para la DOE. B, Perfil de potencia % en funcién de rangos de frecuencia en Hz para la
dNEB. Para ninguno de los rangos de frecuencia considerados se encontraron diferencias significativas

entre DOE y dNEB (p > 0.206).
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Discusion

En este trabajo se seleccionaron herramientas estadisticas ampliamente utilizadas en el
analisis de la variabilidad de osciladores -tomando como referencia el abordaje utilizado
para el estudio de la VFC- con el objetivo de caracterizar la variabilidad del sistema
electrogenerador en G. omarorum y determinar la magnitud de la contribucion de la
linea de transmision DOE-ANEB a dicha variabilidad. Dicho abordaje permitid
caracterizar aspectos cuantitativos y cualitativos de las series temporales derivadas del
registro de la actividad del sistema electrogenerador a dos niveles: el NEB y el OE.
Nuestros resultados indican que la DOE constituye una sefial periddica de gran
precision a través de la cual es posible evaluar el desempefio funcional del NEB puesto
que la linea de transmision no aporta variabilidad a la DOE respecto del comando
ritmico que la desencadena.

Consideraciones metodoldgicas.

Las herramientas seleccionadas cuentan con una serie de ventajas. En primer lugar, se
trata de herramientas solidas, bien caracterizadas, cuyo alcance y utilidad han sido
validados a lo largo de una extensa experiencia clinica y de investigacion en el area de
la VFC. Asimismo, al aportar informacion cuantitativa y cualitativa permiten un analisis
exhaustivo de la variabilidad de la eferencia ritmica.

Sin embargo, para nuestro estudio algunas de éstas herramientas analiticas debieron ser
adaptadas, merced a las diferencias en cuanto al desempefio de ambos osciladores (nodo
sinoauricular y NEB). En primer lugar la duracion de los registros realizados no
coincide con aquella considerada adecuada para la VCF. La frecuencia de descarga para
el sistema electrogenerador en G. omarorum (DOE de animales en reposo en las
condiciones de registro del presente trabajo fue de 26.31+4.7 hz) es muy superior a la
frecuencia cardiaca (que en adultos sanos se encuentra en el entorno de 1,08+0.1 Hz;
Nunan et al. 2010). En el analisis de la variabilidad en el dominio del tiempo se
considera para el corazon que para el calculo de los parametros estadisticos un registro
(ECG) de 5 minutos constituye una ventana temporal adecuada (Malik et al., 1996). A la
frecuencia cardiaca normal 5 minutos dan lugar a una serie temporal de
aproximadamente 300 intervalos. En nuestro andlisis, sistematicamente se estudiaron
periodos de 1 minuto de registro, que a la frecuencia media de la DOE constituye un
incremento del tamafio muestral, asegurando la solidez del abordaje estadistico de la
variabilidad. Asimismo, el analisis espectral de la VFC toma en consideracién un rango
de frecuencias adecuado para la misma (entre 0 y 0.4hz). En funcién de dicho rango y
de un criterio de valor para el andlisis clinico, es que se definen los intervalos de
frecuencia que constituyen tres categorias: variabilidad de muy baja frecuencia (VLF) -
entre 0 y 0.04hz -, de baja frecuencia (LF) - de 0.04 a 0.15hz -, y de alta frecuencia (HF)
- entre 0.15y 0.4 hz - (Malik et al., 1996) rangos que entendimos de escaso valor en la
caracterizacion del desempefio del sistema electrogenerador. En cambio, optamos por
explorar el rango de frecuencias en que podian descomponerse los tacogramas de
nuestras series temporales (entre 0 y 20hz). Elegimos arbitrariamente subdividir dicho
rango en intervalos de clase discretos (2 Hz) con el objetivo de evaluar qué proporcion
de la variabilidad (Potencia %) se acumula en intervalos de frecuencia méas alta 0 méas
baja dentro del rango detectado.
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Desemperfio del NEB en relacion con otros osciladores bioldgicos.

En el presente trabajo, el CV del intervalo de la DOE de animales en reposo fue de
0.028+0.014. Este valor es inferior que el valor medio estimado para el marcapaso
cardiaco en las condiciones de realizacion de electrocardiograma estandar para la clinica
-i.e. en reposo- (~0,054) (Nunan et al., 2010). Asimismo, tomando en consideracion el
intervalo RR normal para el corazén (926£90 ms) y su RMSSD (4215 ms) (Nunan et
al., 2010) podriamos comparar el RMSSD normalizadolo al intervalo medio
(RMSSD/Im) entre el oscilador cardiaco y el NEB. Calculamos que la magnitud de este
pardmetro para el marcapaso cardiaco seria del 4% del intervalo natural medio siendo
un orden de magnitud superior al estimado para el NEB (0.04+2.7x10-3 vs
0.006£3.3x10-4). Si bien dichos datos son ilustrativos de la elevada periodicidad de la
DOE respecto de la del marcapaso cardiaco, cabe destacar que dicha comparacion no
toma en cuenta posibles diferencias en las condiciones de registro entre ambas
eferencias ritmicas. La comparacién rigurosa del desempefio de los correspondientes
osciladores (nodo sinoauricular y NEB) podria realizarse en preparaciones in vitro,
aislados de la mayoria de las influencias moduladoras extrinsecas.

Con relacion a la variabilidad estimada para el sistema electrogenerador en otras
especies de peces eléctricos, el CV de la DOE de G. omarorum es de magnitud
comparable con el reportado para peces eléctricos de pulso en reposo: Steatogenys
elegans (CV entre 0.001 y 0.0035), Hypopygus cf. leptus (CV entre 0.001 y 0.0035),
Microsternarchus bilineatus (CV entre 0.001 y 0.0035), Brachyhypopomus sp. (CV
entre 0.02 y 0.12) (Field, 2016). Para peces eléctricos de onda en reposo el CV es
caracteristicamente mas reducido que el hallado para peces de pulso, un ejemplo de esto
es el CV medio de Apteronotus leptorhynchus (~2.2x10*#, Moortgat, 1999).

De la comparacion con otros osciladores podemos presentar al sistema electrogenerador
de G. omarorum como un oscilador robusto, generador de una descarga periddica de
gran precision. Las diferencias entre los osciladores aqui mencionados podrian obedecer
a diferencias en las caracteristicas intrinsecas de los osciladores, como a las
caracteristicas de los sistemas que introducen perturbaciones en su desempefio (ver
perspectivas).

Origen de la variabilidad para la DOE

El sistema electrogenerador en G. omarorum esta implicado en funciones de
electrorrecepcion y electrocomunicacion (Caputi, 1999a). Para cumplir con la demanda
que esto supone, el NEB en tanto generador del comando neural para la DOE debe
contar con una eferencia robusta y confiable, al tiempo que versatil para admitir rapidas
modulaciones de su desempefio cuando el contexto comportamental lo requiera. Los
mecanismos que habilitan al NEB a saldar este compromiso funcional son objeto de
estudio en la actualidad.

La variabilidad de la DOE en tanto eferencia del sistema electrogenerador podria a
priori ser el resultado de eventos que ocurran a nivel del NEB y/o de las caracteristicas
de la linea de transmision que media el comando para la DOE. En el presente trabajo
hemos descartado el aporte de la segunda alternativa.
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Fidelidad de la linea de transmision

Muy frecuentemente el estudio del sistema electrogenerador en esta especie implica el
registro de la DOE durante la realizacion de multiples maniobras experimentales. En
esos estudios se deducen los mecanismos que operan a nivel del NEB para provocar las
modulaciones de la DOE introducidas por las maniobras experimentales (Capurro et al.,
2001; Comas et al., 2019; Curti et al., 1999; 2006; Quintana et al., 2011). Sin embargo
tal deduccion solo es valida asumiendo la fidelidad de la linea de transmision
interpuesta entre el NEB y el OE. Si esto no fuera asi cabe preguntarse ademas cuanto
de la variabilidad de la DOE depende del circuito responsable de la proyeccién
descendente del comando para la DOE.

Ninguna de las herramientas utilizadas en el presente trabajo para caracterizar la
variabilidad fueron capaces de detectar diferencias significativas entre la DOE y la
dNEB. A la luz de estas evidencias podemos concluir que a pesar de la gran complejidad
que caracteriza al sistema electrogenerador en esta especie, la linea de transmisién entre
el origen del comando neural generado en el NEB, y el OE, efector de la DOE, no
aporta variabilidad a la descarga periodica del OE. En consecuencia es posible obtener
informacidn respecto del desempefio funcional del NEB a través del analisis de la DOE.
En esta especie, similar conclusion ha sido reportada previamente (Capurro et al., 1999)
aun cuando no ha sido posible acceder a las evidencias que sustentan tal conclusion ni al
abordaje experimental utilizado por estos autores para cotejar adecuadamente nuestros
hallazgos.

Variabilidad generada a nivel del NEB

Puesto que la linea de transmision entre el NEB y el OE no aporta variabilidad a la
DOE, esta obedece exclusivamente a la variabilidad del intervalo del comando que
emerge del NEB. Dicha variabilidad podria resultar tanto de las caracteristicas propias
del oscilador (variabilidad intrinseca): las caracteristicas electrofisioldgicas de las
células que componen el oscilador y de su conectividad asi como del efecto de las
entradas al NEB procedentes de las estructuras premarcapaso y otras aferencias
(variabilidad extrinseca).

El NEB recibe variadas aferencias capaces de modular su actividad en diversos
contextos comportamentales. En efecto, son mdltiples los factores ambientales,
fisiologicos y sociales que determinan las caracteristicas de la DOE como salida de un
sistema electrogenerador complejo, de cuyo adecuado desempefio depende la
adaptacion de los peces eléctricos a su entorno. Estimulos acustico-vibracionales
(Barrio et al., 1991), auditivos (Kramer et al., 1981), eléctricos (Caputi et al., 2005) y
luminicos (Post & von der Emde, 1999) son capaces de generar modulaciones en la
frecuencia de la DOE, llamadas respuestas a novedad (“novelty responses™). La
magnitud de dichas respuestas varia con la modalidad, intensidad y duracion del
estimulo, y es dependiente de la experiencia previa (Post & von der Emde, 1999).
Asimismo, en G. omarorum la frecuencia de descarga de la DOE presenta oscilaciones
circadianas, se incrementa durante la navegacion (Migliaro et al., 2018) y se modifica
proporcionalmente con cambios en la temperatura del agua (Ardanaz et al., 2001). Se
han evidenciado importantes modulaciones de la DOE en el contexto de respuestas
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motoras como la respuesta de escape (Falconi et al., 1995; Comas & Borde, 2010;), asi
como incrementos en la frecuencia de la DOE que preceden al inicio de la navegacion
(Jun et al., 2014). Aferencias moduladoras mediadas por neuropéptidos y hormonas son
capaces de generar cambios en el desempefio del NEB responsables de la emision de
sefiales sociales.

Auln cuando hayamos demostrado que la variabilidad observada en nuestro trabajo tiene
su origen en el NEB, carecemos de evidencias directas que orienten hacia los
mecanismos responsables. Sin embargo, la existencia de mdltiples estructuras
premarcapaso Yy de otras vias de proyeccion descendente que modulan la actividad del
NEB sugieren un papel relevante del origen extrinseco de la variabilidad. La reduccién
del CV de la DOE obtenida en el animal inmovilizado en relacion al calculado en
condiciones de reposo aparente (0.028 vs 0.016, reposo aparente y curarizados,
respectivamente), sugiere que este es efectivamente el caso. Si bien para los animales
registrados en reposo no es posible asegurar la ausencia de movimientos detectables
durante la adquisicion es razonable postular que en estas condiciones el animal esta
sujeto a un conjunto de estimulos sensoriales que estan ausentes en las condiciones de
inmovilizacion fuera del agua.

Asimismo, cualquiera sea la condicidén experimental, el hecho de que el CAF de los
histogramas de intervalo de la DOE haya sido sistematicamente negativo sugiere un
bombardeo sinaptico aleatorio del NEB mediado presumiblemente por la actividad de
aferentes excitadoras glutamatérgicas (ver Curti et al., 1999; 2006; Caputi et al., 2005;
Comas y Borde, 2010; Quintana et al., 2014)..

Conclusiones vy Perspectivas.

En el presente trabajo fueron aplicadas herramientas estadisticas comunes para el
estudio de la eferencia ritmica en osciladores para caracterizar la variabilidad del
intervalo de la DOE en G. omarorum. El abordaje utilizado permitié un analisis
razonablemente completo de la variabilidad de esta sefial puesto que permitié evaluar
aspectos tanto cuantitativos como cualitativos de la misma. De dicho analisis extraemos
como conclusién que la DOE constituye una sefial ritmica de gran regularidad.
Aplicando las mismas herramientas para el analisis de registros simultaneos DOE —
dNEB obtuvimos evidencias que sugieren que la linea de transmisién entre el NEB y el
OE no aporta variabilidad a la eferencia del sistema electrogenerador. En consecuencia,
futuras investigaciones respecto de la génesis de la variabilidad observada en las sefiales
estudiadas deberan centrarse en el estudio de los mecanismos responsables de la
generacion de variabilidad a nivel del NEB.

Si bien por lo dicho anteriormente el glutamato podria ser uno de los neurotransmisores
implicados en la generacion de variabilidad a nivel del NEB, no es éste el Unico
candidato posible. La aplicacion de GABA a nivel de las cMP produce apagados
transitorios de la descarga del NEB (Comas et al., 2019), por lo que la transmisién
GABAérgica también podria estar implicada en la generacion de variabilidad. La
aplicacion in vivo a nivel del NEB en animales inmovilizados de antagonistas para
receptores glutamatérgicos y GABAEérgicos de las cMP podria aportar evidencia
relevante acerca del papel de la inervacion del nacleo en la variabilidad de su actividad
ritmica. Aun cuando se trata de experimentos técnicamente mas demandantes, el analisis
in vitro del desempefio del NEB en rodajas de tronco encefalico podra aportar evidencia
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adicional. En estas condiciones la actividad espontanea y ritmica del NEB se conserva
(Perrone et al., 2014, Comas et al., 2019) y la variabilidad extrinseca se espera se
encuentre notablemente disminuida al aislar el NEB de sus aferencias descendentes méas
importantes. Herramientas farmacoldgicas y electrofisiologicas podran combinarse para
evaluar el aporte de la conectividad (acople electroténico entre neuronas) y de las
propiedades intrinsecas neuronales a la variabilidad de la actividad ritmica del NEB. El
grado de conectividad electrotonica, incluso en redes conformadas por células
marcapaso con automatismo intrinseco, constituye un determinante de la frecuencia
preferente de la descarga de poblacion (Buzsaki, 2006) y se encuentra directamente
vinculada con la variabilidad intrinseca asi como con la perturbabilidad de la eferencia
ritmica (variabilidad extrinseca) (Mohawk & Takahashi; 2011). No se descarta, en un
futuro, el estudio de las propiedades intrinsecas neuronales responsables de la actividad
marcapaso en cMP en cultivo obtenidas por disociacién (mecénica o enzimatica) de
areas reducidas del tronco encefalico del pez. La existencia de actividad marcapaso en
celulas aisladas contribuiria sustancialmente a determinar el disefio neural de este
oscilador.
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