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1. RESUMEN

Los ritmos circadianos son ritmos biolégicos endégenos con un periodo cercano a las
24hs. Estos permiten a los individuos anticiparse a los cambios ambientales ciclicos
para asi poder tener una respuesta a tiempo y eficiente. En los vertebrados el principal
sefalizador hormonal de estos ritmos es la hormona melatonina. Esta es sintetizada y
liberada durante la noche, y su accién promueve la preparacion de los animales a esta
fase de oscuridad.

Brachyhypopomus gauderio pertenece al orden de los gymnotiformes. Esta especie
pertenece a una familia de peces eléctricos de descarga débil, caracterizados por la
emisién constante de una descarga eléctrica por parte de un &rgano eléctrico
especializado (descarga del érgano eléctrico, DOE), generando un campo eléctrico
alrededor de su cuerpo. Este campo es tanto utilizado para la electrolocalizacion, como
para la comunicacion intra-especifica. La frecuencia de descarga de esta DOE
(FB-DOE) es modulada tanto por factores ambientales como sociales. La FB-DOE es
comandada por un nucleo cerebral central, el Nucleo Electromotor Bulbar (NEB).

B. gauderio es un animal nocturno, y el aumento en actividad nocturna es acompafado
por un aumento en su FB-DOE. Este aumento esta sometido a una modulacion social y
es dependiente de la melatonina. En esta tésis se analiz6 el efecto de la melatonina
sobre la FB-DOE y sobre la actividad espontanea del NEB. Hipotetizamos que el
aumento nocturno en FB-DOE se debe a un efecto de la melatonina directamente
sobre el NEB.

El tratamiento con melatonina durante el dia llevé a una disminucion en la FB-DOE y
también en la frecuencia de descarga del NEB (FB-NEB). Esto sugiere que la
melatonina regula la conducta eléctrica de forma central actuando directamente sobre
este nucleo. Por otro lado, el tratamiento con melatonina gener6 un aumento en la
variabilidad de la FB-DOE, que es naturalmente muy estable. Estos resultados sugieren
un sistema de regulacion del comportamiento complejo e interconectado, y resaltan al
contexto social como una importante presion evolutiva en el desarrollo de los sistemas

comunicativos y de las estructuras cerebrales que lo comandan.



2. INTRODUCCION:

2.1. Los Sistemas Circadianos

La ritmicidad circadiana es ubicua en la naturaleza. Vivir en este planeta implica
enfrentarse a condiciones ambientales que ciclan drasticamente del dia a la noche: el
sol sale por la mafana y se pone en la noche, y a esto le siguen cambios en la
temperatura ambiental, la disponibilidad de comida, la presencia de predadores vy, por
supuesto, la cantidad de luz en el ambiente. Para desarrollarse con éxito, los individuos
han de ser capaces de adaptar su fisiologia, metabolismo y comportamiento a estos

cambios de forma eficiente.

La ritmicidad de estos cambios, que ocurren con un periodo constante en fase con la
rotacion de la tierra sobre su eje, abre la posibilidad a los animales de no simplemente
responder a los estimulos externos, sino a anticiparlos. Utilizar un mecanismo
intrinseco para sincronizarse con los ciclos ambientales tiene ciertas ventajas sobre un
sistema meramente reactivo. En primer lugar le permite al individuo prepararse para los
cambios de una forma éptima antes de que estos ocurran. (Paranjpe y Sharma 2005;
Golombek y Rosenstein 2010; Krittika 2020). Los mecanismos implicados en las
adaptaciones a estos cambios ambientales no son inmediatos, y esta anticipacion
permite que el animal los active antes de que la necesidad de ellos emerja (Moore-Ede
1986). Por otro lado, el caracter endégeno de este mecanismo le confiere una mayor
robustez a las respuestas del individuo, asegurando que los ritmos del animal no se
vean afectados cada vez que las condiciones externas fluctuan de forma aciclica por

factores climaticos o incluso efectos de la propia actividad del individuo (Sharma 2003).

Los ritmos circadianos son, como su nombre lo indica, ritmos biolégicos con un
periodo cercano a las 24hs. Para que un ritmo sea considerado un ritmo circadiano
este debe en primer lugar ser generado por mecanismos intrinsecos al individuo. Este
ritmo es luego sincronizado por una o varias variables ambientales ciclicas, pero
persiste aun en la ausencia de estas (condiciones free-running). Asimismo, deben

contar con un mecanismo de compensacion de periodo que permita que este se



mantenga estable a diferentes temperaturas, ya que esta variable cambia la velocidad

de las reacciones bioquimicas que generan el ritmo (Bell-Pedersen et al. 2005).

Vemos la existencia de sistemas circadianos a lo largo de toda la escala evolutiva;
desde las cianobacterias (Johnson y Golden 1999), a las plantas (McClung 2001), a los
humanos (Mills 1966). Estos sistemas existen en varios niveles de complejidad, pero
siempre con una organizacién general muy similar. En primer lugar cuentan con un
oscilador interno encargado de generar el ritmo enddégeno y de acompasar los ritmos
internos del individuo al ciclo ambiental. El mecanismo molecular de estos osciladores
implica loops de retroalimentacion de transcripcion/traduccién de distintos genes reloj
(Krittika 2020). Este oscilador recibe aferencias de sensores que captan la informacién
ambiental relevante para acompasar los ritmos internos a los externos. El ritmo
generado por este es luego transmitido al resto del organismo, coordinando la

expresion de diferentes ritmos (Golombek y Rosenstein 2010).

Las variables ambientales encargadas de acoplar los ritmos internos a los ciclos
externos se conocen como zeitgebers. Aunque el zeitgeber mas evidente es el
fotoperiodo muchos animales pueden también acompasar sus ciclos utilizando otras
variables. En algunos casos donde la luz no presenta ciclos constantes (por ejemplo
cuevas o las profundidades del océano) estos ciclos alternativos pueden ser mas
importantes que la luz. Estas variables pueden ser la temperatura (Herzog 2003;
Refinetti 2010; Farsi 2020), la disponibilidad de alimento (Stephan 2002), o incluso la
presencia de predadores o la competencia por recursos (Kronfeld-Schor 2017).
Ademas, en especies cuyos individuos se organizan en estructuras sociales el contexto
social puede cumplir un rol sincronizador (Bloch et al. 2013; Siehler, Wang, and Bloch
2021).

Los enfoques clasicos del estudio de los sistemas circadianos definen la existencia de
un “eje circadiano” general para todos los vertebrados compuesto por tres estructuras
interconectadas: la retina, el nucleo supraquiasmatico y la glandula pineal. Esto es
cierto para los mamiferos, donde el nucleo supraquiasmatico funciona como una

especie de oscilador “maestro” que integra la informaciéon del ambiente y coordina la
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actividad de todo el resto de los osciladores del cuerpo (Menaker 1997). En otros
vertebrados el sistema carece de esta jerarquia lineal y se encuentra distribuido en
varias estructuras. En peces teledsteos el sistema circadiano consiste de una serie de
osciladores interconectados pero parcialmente independientes, encontrados en muchos
tejidos diferentes (Falcon et al. 2007, 2010). A diferencia de los mamiferos, cuya retina
es su unica estructura fotorreceptora, el resto de los vertebrados expresan una
variedad de opsinas en diferentes areas del cerebro, particularmente el complejo pineal
y el hipotalamo (Perez 2019). Mas aun, en peces los osciladores periféricos pueden ser
sincronizados por la luz de forma independiente (Whitmore, Foulkes, y Sassone-Corsi
2000; Kumar 2017).

Podria pensarse en el sistema circadiano de los teledsteos mas como una red que
como un eje, con estructuras que dialogan entre si pero con una jerarquia menos
asimétrica a lo observado en mamiferos. El complejo pineal, sin embargo, tiene un
enorme papel regulatorio en el sistema circadiano a través de la sintesis y liberacion de

la hormona melatonina.
2.2. La Melatonina como Regulador Circadiano

Para que un animal pueda sincronizarse correctamente con su ambiente no basta con
la presencia de relojes capaces de generar un ritmo enddgeno. Este reloj debe ser
capaz de transmitir sus sefales al resto del organismo. En los vertebrados esto es

posible gracias a la secrecion de melatonina.

La melatonina es el principal mensajero circadiano en los vertebrados. Es, de alguna
forma, la hormona que le avisa al animal que “es de noche”. La respuesta fisiologica
conductual sera diferente para cada especie segun su historia de vida/nicho temporal:
ejemplos extremos son individuos nocturnos y diurnos, y esta condicion esta dada por

el circuito neural encargado de interpretar la sefial hormonal (Idda et al. 2012)

La melatonina se encuentra presente en todos los vertebrados, es secretada de forma
ritmica y esta implicada en la regulacion de ciclos circadianos (Pevet 2003; Hardeland,
Pandi-Perumal y Cardinali 2006) y estacionales (Pevet 2003; Lincoln 2006). En todos



los vertebrados la melatonina es secretada durante toda la fase de oscuridad, lo que
resulta en niveles altos de melatonina circulante durante la noche y bajos durante el
dia. A través de la regulacion de la sintesis y liberaciéon de esta hormona se regulan
una gran variedad de funciones fisiolégicas y comportamentales del animal
relacionadas con la reproduccion (Falcon 2018), la alimentacién (Pinillos et al. 2001), y
la interaccion social (Feng y Bass 2016). Estas incluyen, entre otros, la actividad
locomotora, la ingesta de alimentos, el suefo, la preferencia térmica y la pigmentacion
de la piel (Falcon 2011).

Los peces tienen dos sitios de sintesis y liberacion de melatonina establecidos: la
glandula pineal y la retina. La melatonina retiniana se encarga de las adaptaciones
circadianas de la propia retina (funcién paracrina) al ciclo luz/oscuridad (Huang, Lee, y
Yang 2005; Ribelayga, Wang, y Mangel 2004), mientras que la melatonina secretada
por la glandula pineal es liberada a la sangre y al liquido cefalorraquideo (Falcén et al.
2010). La melatonina pineal es sintetizada en las células fotorreceptoras de esta

durante la noche, y es rapidamente inhibida en presencia de luz (Falcén 1999).

En peces se conocen tres tipos de receptores de melatonina: MT1 (Mel1a) y MT2
(Mel1b), que comparten con los mamiferos, y Mel1c encontrado en peces, reptiles y
aves. Los tres receptores pertenecen a la superfamilia de receptores transmembrana
asociados a la proteina G (Li 2013). Estos receptores se encuentran distribuidos en el
cerebro y los tejidos periféricos, aunque la distribuciéon y abundancia relativa de cada

uno varia ampliamente ( Falcén et al. 2007; Isorna 2017).

El ritmo de sintesis melatonina depende principalmente de la actividad ritmica de la
enzima serotonina N-acetiltransferasa (ANNAT) (Falcoén et al. 2001; Klein 2007; Gandhi
et al. 2015), que cataliza la conversidén de serotonina en N-acetilserotonina, que luego
sera convertida en melatonina. La ANNAT es sensible a la luz: la exposicion a la luz
inhibe su actividad y, por lo tanto, disminuye la cantidad de melatonina sintetizada y
liberada (Ekstrom y Meissl 1997; Ziv et al. 2007). Ademas, en peces, en cada
pinealocito tanto la actividad de ANNAT como su expresion oscila con un periodo

cercano a 24hs aun en oscuridad constante (Falcon et al. 2009). Recientemente se ha



detectado la expresion de genes de la familia Annat1 en varias estructuras cerebrales
extra-pineales, como el telencéfalo y el tectum o6ptico, proponiendolos como un posible
punto de sintesis de melatonina (Falcon et al. 2011). También se han propuesto a los
ovarios como punto de produccion de melatonina en peces (Takahashi y Ogiwara
2021). En teledsteos la ANNAT funciona como un termosensor, permitiendo que los
niveles de melatonina reflejen los valores de temperatura ambiental, a su vez
influenciados por la hora del dia, la profundidad a la que se encuentra el animal y otros

factores ambientales que puedan influir sobre este parametro (Falcon et al. 2009).

La ritmicidad de la actividad de la melatonina se ve influenciada no solamente por su
sintesis y liberacion, sino también por los ritmos en la expresion y distribucion de sus
receptores. En Solea senegalensis, un pleuronectiforme nativo del Atlantico este, se
observan diferencias en la densidad de distintos receptores de melatonina en la retina y
el tectum optico dependiendo de la hora del dia (Oliveira et al. 2008; Confente et al.
2010). En otras especies también se han observado cambios en la expresion (Shin et
al. 2011; Choi et al. 2016) y afinidad (ligo et al. 1995; Bayarri et al. 2004) de los

receptores de melatonina.
2.3. Introduccién al Modelo: Peces Eléctricos de Descarga Débil

Los peces eléctricos de descarga deébil pertenecen a dos familias: Mormyriformes,
nativa de Africa, y Gymnotiformes, encontrada en América del Sur (Moller 1995).
Ambos grupos se caracterizan por la emision constante de una descarga eléctrica de
baja amplitud en el rango de los mV, producto de la descarga de un 6rgano eléctrico
(OE) formado a partir de células musculares modificadas, llamadas electrocitos (Bennet
1970). Estas descargas del o6rgano eléctrico (DOEs) cumplen dos funciones
principales: la electrorrecepcién activa, con la cual el animal puede distinguir elementos
de distinta conductividad en el agua y asi hacerse un “mapa eléctrico” del espacio
(Caputi et al. 1998), y la comunicacién con coespecificos (Hopkins 1974; Crampton
2019).

Las DOEs de diferentes especies tienen formas de onda y frecuencias basales

caracteristicas. La forma de onda se encuentra determinada por el patréon de inervacion



y la secuencia de activacion de los electrocitos mientras que la frecuencia depende del
comando generado por el sistema nervioso central. A grandes rasgos se los puede
clasificar como peces de pulso, cuyas DOEs comprenden un tren de pulsos discretos
separados por intervalos sin emision, o peces de onda, con DOEs continuas con

variacion de amplitud de forma sinusoidal (Hopkins 1974).

El ritmo de emisidon de la DOE, también denominada frecuencia basal del érgano
eléctrico (FB-DOE) se encuentra bajo el control directo de un nucleo del tronco
encefalico compuesto por un centenar de neuronas, llamado nucleo marcapaso o
Nucleo Electromotor Bulbar (NEB). Este nucleo cuenta con dos poblaciones
celulares: las células marcapasos y las células bulbo espinales de relevo (o células
relé) (Bennett et al. 1967; Quintana et al. 2011) (fig. 1). Las células marcapasos
presentan una despolarizacidon espontanea y ritmica y se encuentran acopladas
eléctricamente entre si, asegurando que disparen en sincronicidad (Moortgat, Bullock, y
Sejnowski 2000). Las células marcapasos excitan a las células relé a través de sinapsis
mixtas y estas proyectan sus axones hacia las electro-motoneuronas que inervan los
electrocitos del OE (Caputi y Trujillo-Cen6z 1994). La actividad espontanea del NEB
tiene una relacion 1:1 con la descarga del OE volviéndolo un blanco obvio en los
estudios de la regulacién de la conducta eléctrica, asi como volviendo a la DOE una

excelente ventana a la actividad neuronal.

El NEB se encuentra bajo la influencia de distintas estructuras pre-marcapasos
(Heiligenberg et al. 1981; Kawasaki y Heiligenberg 1989; Keller et al. 1991), que
regulan su frecuencia de descarga (y por lo tanto la FB-DOE) a través de distintos
moduladores entre los que se cuentan factores ambientales, el estado fisiolégico del
animal, procesos perceptuales e incluso el contexto social. El NEB, entonces, funciona
como un centro integrador, recibiendo proyecciones de distintos centros cerebrales que
responden a distintos estimulos, integrandolos y generando una modulacion acorde
sobre la FB-DOE (Borde et al. 2020).



20 mV

S
u
|
|

20mv

k..
l

@
|

20ms '

Figura 1: A. Esquema del circuito electrogénico en gymnotiformes. pNEB: nucleos pre-marcapasos NEB:

P 9
OE

Nucleo electromotor bulbar. Emn: Electro Motoneuronas. OE: Organo Eléctrico. Tomado de Quintana
2010. B. Esquema de la sincronicidad entre el NEB y las DOEs. MP: Neuronas marcapasos. R:

Neuronas relé. EMn: Electro Motoneuronas. OE: Organo eléctrico. Modificado de Comas, 2010.

2.4. FB-DOE como Salida Conductual

La DOE codifica informacion acerca de la especie del animal, su sexo y su estado
fisiolégico. Los individuos de una especie son capaces de reconocer las sefiales
eléctricas de sus coespecificos, sea por utilizacion de diferentes bandas de frecuencia,
diferencias en la formas de onda, o una combinacién de ambas (Zupanc y Bullock
2006). Muchas especies presentan sefales sexualmente dimorficas utilizadas en el
reconocimiento y seleccion de pareja (Hopkins 1974; Curtis y Stoddard 2003; Stoddard
y Zakon 2006; Silva, Perrone, y Macadar 2007; Feulner 2009; Gavassa et al. 2013).

Aunque las DOEs son despliegues considerablemente estables en el tiempo (Moortgat
et al., 1998) los animales son capaces de modular estas emisiones segun su contexto
social y ambiental. La FB-DOE en particular es modulada tanto por factores

ambientales como sociales (Ardanaz, Silva, y Macadar 2001).

Los peces eléctricos sudamericanos son considerados peces nocturnos, lo que
significa que desarrollan la mayor parte de sus actividades (forrajeo, exploracion,
cortejo, etc.) en las horas de la noche. Este pico de actividad nocturna se ve

acompanada por un aumento en la FB-DOE (Silva, Perrone, y Macadar 2007; Stoddard
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et al. 2007; Migliaro et al. 2018a,b). Una mayor frecuencia de descarga implica costos
energéticos mas altos pero confiere una mejor resolucion sensorial, por lo que esta
ritmicidad en el comportamiento eléctrico resulta ventajosa; los animales mantienen
frecuencias mas altas cuando necesitan de ellas en la noche, y disminuyen los costos
energéticos durante el dia. El ritmo diario de FB-DOE se mantiene aun en condiciones
experimentales donde el animal es sometido a oscuridad o luz constante, y cumple
todas las caracteristicas para ser considerado un ritmo circadiano (Stoddard 2007,
Migliaro 2018a,b).

Este aumento en la FB-DOE por necesidades perceptuales también se observa en
respuesta a estimulos novedosos (Caputi et al., 2005), y en situaciones asociadas a la
toma de decision previo a un movimiento (Jun, Longtin, y Maler 2014) o a la busqueda

de alimento en un espacio desconocido (Jun, Longtin, y Maler 2016).

Como fue mencionado antes las DOEs cumplen también una funcién comunicativa. La
FB-DOE puede cambiar de acuerdo a variaciones en la jerarquia social (Perrone 2009)
asi como experimentar modulaciones de corta duracidn como chirps (aumentos
pronunciados con variaciones en la forma de onda) o silencios eléctricos
(interrupciones en la emision), utilizados en el cortejo, el desove y las contiendas

agonisticas (Hagedorn 1988; Zupanc 2002; Pappas y Dunlap 2011, Perrone 2009).

La FB-DOE es modulada por el individuo aumentando el flujo de informacion sensorial
y/o adaptando su conducta eléctrica al contexto social en el que se encuentra. Asi, la
DOE es considerada una salida conductual: la conducta eléctrica, modulada por
distintos tipos de estimulos. En este marco, la FB-DOE puede ser tomada como un
parametro de esta conducta, y uno extremadamente util a la hora de estudiar la

regulacion neuronal del comportamiento social de este animal.

11



2.5. Antecedentes especificos del modelo y planteo de hipétesis

Brachyhypopomus gauderio (Giora 2009), previamente Brachyhypopomus
pinnicaudatus, es una de las cuatro especies de Gymnotiformes encontradas en
nuestro pais. Se distribuyen de 30-35° S, y se los encuentra en cuerpos de agua dulce,
usualmente bajo vegetacion espesa, estando mas protegidos de la depredacion aérea
pero recibiendo muy poca luz solar (Silva et al. 2003; Migliaro 2018a,b). Llevan vidas
gregarias, integrando grupos donde las hembras superan a los machos en numero 4 a
1 (Miranda, Silva, y Stoddard 2008). La especie presenta dimorfismo sexual (Silva et al.
1999; 2002; 2003), y durante la estacion reproductiva (verano, Silva et al. 2003) los
machos presentan comportamiento agonistico, compitiendo por el acceso a las

hembras formando una estructura de lek explotado (Miranda, Silva, & Stoddard, 2008).

Figura 2: A. Dos individuos de B. gauderio B. Fotografia de Laguna Lavalle en Tacuarembd, Uruguay,

con los camalotales que forman el habitat de la especie..

B. gauderio es un pez de pulso con una DOE caracteristica: presenta una FB-DOE
promedio de entre 15 y 20 Hz (reposo, 20°C), y una forma de onda bifasica (Stoddard
et al. 2006). Como muchos otros gymnotiformes nocturnos B. gauderio presenta un
aumento gradual y sostenido en la FB-DOE durante la noche (Silva et al 2007,
Stoddard et al 2007). Este aumento es dependiente de melatonina y es eliminado al
administrar Luzindol, un antagonista de los receptores MT1/MT2 de melatonina

(Migliaro y Silva 2016). Este aumento nocturno en la FB-DOE se ve potenciado cuando
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el animal se encuentra en contexto social (Silva 2007). En Gymnotus omarorum, una
especie simpatrida, también se ha demostrado que la inyeccion intraperitoneal (IP) de
melatonina durante el dia es capaz de reproducir el aumento nocturno en la FB-DOE
(Migliaro, 2018).

Al ser especies con un alto grado de gregariedad, el contexto social es especialmente
importante en la regulacion de la conducta eléctrica. Se ha estudiado en particular su
modulacién en el cortejo y el comportamiento agonistico: Los machos de B. gauderio
aumentan la amplitud y la duracion de sus descargas en la noche, y las hembras se
ven atraidas hacia machos con descargas mas largas y de mayor amplitud (Curtis y
Stoddard 2003).

Tras una contienda agonistica, los machos dominantes tienden a subir su FB-DOE
como sefal de dominancia. En cambio, en G. omarorum, que presenta una dinamica
social diferente, son los individuos subordinados quienes modulan su FB-DOE.
(Perrone, 2012). Para ambas especies se sabe que esta regulacion de la FB-DOE se
encuentra mediada por el neuropéptido hipotaldmico arginina vasotocina (AVT), el
modulador social por excelencia en vertebrados (Goodson y Bass 2001). En G.
omarorum, la inyeccién de AVT intraperitoneal (IP) bloquea la sefal de sumisién (una
disminucion en la FB-DOE), mientras que en B. gauderio la administracion de un
antagonista de receptores de AVT (Manning Compound) previene el aumento de
FB-DOE caracteristico de la dominancia. (Perrone 2010). Esto es interesante ya que
evidencia que el contexto social modula la FB-DOE en ambas especies, a través del
mismo mediador hormonal, pero sin embargo la dinamica de la modulacién difiere

entre especies con socialidades distintas.

Varios trabajos han abordado el estudio de la regulacién central del comportamiento
eléctrico con un foco en el NEB en esta especie. La inyeccion de glutamato, por
ejemplo, presenta diferentes efectos dependiendo de en qué area del NEB se
administre (Quintana et al. 2011, 2014). También el AVT actua de forma directa sobre el
NEB: su administracién provoca un aumento gradual y sostenido en la frecuencia de

descarga del NEB (FB-NEB) de cerebros de B. gauderio, similar al efecto sobre la
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FB-DOE tras una inyeccion de intraperitoneal (IP) de AVT. Como un ultimo ejemplo la
secretoneurina, otro neuropéptido asociado a sistemas moduladores de la conducta
social, también produce un efecto sobre FB-NEB de B. gauderio dependiendo de la
FB-NEB inicial (Pouso et al. 2015).

B. gauderio es, entonces, un gymnotiforme nocturno con una estructura social gregaria,
cuya actividad nocturna se ve acompafada por un aumento en su FB-DOE (Silva el al
2007, Migliaro 2018a,b). Este aumento es comandado por el NEB, la estructura central
en la modulacion de las DOEs, y puede ser inhibido utilizando un antagonista de
melatonina (Migliaro y Silva 2016). Visto que se ha comprobado que en otros peces
que presentan ritmos circadianos dependientes de melatonina en su comportamiento
social (Feng y Bass 2016) las areas encargadas del control motor de las sefiales
comunicativas expresan receptores de esta hormona (Feng, Marchaterre, y Bass
2019), seria parsimonioso que la melatonina modulara el comportamiento eléctrico de

estos peces actuando directamente sobre el NEB.

Asi nos planteamos analizar el rol de la melatonina en la regulacién de la FB-DOE y su
influencia sobre el NEB, aportando a comprender mas profundamente las bases
neurofisiolégicas del comportamiento animal. Hipotetizamos que la melatonina genera
un aumento en la FB-DOE, similar al aumento nocturno caracteristico de la especie,

mediante una accioén directa sobre el NEB.

3. OBJETIVOS:

Objetivo General. Analizar el efecto de la melatonina sobre la conducta eléctrica de

Brachyhypopomus gauderio y sobre la estructura neural que la controla.
Objetivos especificos:

1) Analizar el efecto de la administracion de melatonina sobre la FB-DOE de B.
gauderio.
2) Analizar el efecto de la administracion de melatonina sobre la actividad eléctrica

del nucleo electromotor bulbar del cerebro de B. gauderio.
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.:

Para abordar las hipotesis del trabajo se plantean dos abordajes experimentales
diferentes:

1) En primer lugar se intenta dilucidar el efecto de la melatonina de forma
sistémica, para determinar si su accion es suficiente para generar el aumento en
la frecuencia de descarga del érgano eléctrico (FB-DOE) caracteristico de la
noche. Para esto se realizaron experimentos conductuales registrando las DOEs
en animales tratados con inyecciones intraperitoneales (IP) de melatonina en el
dia.

2) En segundo lugar se plantea comprobar si la modulacion melatoninérgica del
comportamiento eléctrico del individuo ocurre a través de la actividad de esta
sobre el nucleo electromotor bulbar (NEB). Para esto se planteé un abordaje in
vitro trabajando directamente con una seccidn de tronco encefalico que contiene
el nucleo, y viendo los efectos de la melatonina sobre la actividad espontédnea

de este.

5. MATERIALES Y METODOS:

5.1. Animales:
Los especimenes de B. gauderio (n=31) fueron colectados en la Laguna Lavalle
(31°480S, 55°130W), en el departamento de Tacuarembd, Uruguay, utilizando un
detector de corriente eléctrica formado por un amplificador de audio conectado a un par
de electrodos y capturados usando un calderin. (Silva, Quintana, Galeano, &
Errandonea 2003) Los peces fueron luego trasladados al Instituto de Investigaciones
Biolégicas Clemente Estable donde fueron mantenidos en condiciones semi-naturales
en el bioterio de poiquilotermos institucional. Brevemente, los animales se alojaron en
piscinas exteriores de 500L acondicionadas para amortiguar las influencias ambientales
extremas del invierno y verano. La conductividad del agua se mantuvo por debajo de
los 150uS/cm, y la superficie de las piscinas se cubrié con vegetacion extraida del
habitat natural para asemejarse lo mas posible a las condiciones naturales. Los grupos

de peces se mantuvieron en las proporciones sexuales observables en la naturaleza de
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3 hembras por macho (Miranda, Silva, & Stoddard, 2008), y se alimentaron con Tubifex
tubifex. Todas las manipulaciones se encuentran aprobadas por la CEUA del IIBCE:
Protocolo aprobado N°009/05/2012

Protocolo aprobado N°004/05/2016

Protocolo aprobado N°001/02/2018

5.2. Experimentos comportamentales:
Los experimentos tuvieron lugar en la estacion de registro del Grupo de Bases
Neurales de la Conducta, (Dpto Neurofisiologia Celular y Molecular, 1IBCE). Esta
consiste de 4 peceras individuales de 40l (55cm x 40cm x 25cm). Las DOEs fueron
registradas utilizando 2 pares de electrodos ortogonales, ubicados en las paredes de
los tanques, conectados a amplificadores (FLA-01, Cygnus Technologies Inc.). Las
sefales eléctricas son capturadas por la tarjeta de sonido de la computadora de la
estacion utilizando el software Goldwave (v.6.52). La estacion se mantuvo bajo un
protocolo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad (luz de 7am a 7pm) utilizando un
temporizador automatico, a temperatura ambiente constante (20°C) y con agua
declorada (conductividad=100uS), asimilando las condiciones experimentales a las
naturales (Silva et al. 2003).
El dia previo al experimento los peces fueron retirados de las piscinas, pesados,
sexados por dimorfismo anatémico, y depositados en las peceras individuales,
permitiendo su aclimatacién. Los registros comenzaron a las 10 hs de la mafana
siguiente. Se registré durante una hora, y luego los peces recibieron una inyeccion
intraperitoneal de 100puL de:
(a) Solucién control (Salino + etanol) n = 9
(b) Solucion Mel. 1 (5ug/g)n=7
(c) Solucién Mel. 2 (50pg/g) n =7

Se registré durante dos horas, tras las cuales el experimento se di6 por finalizado y los
animales fueron puestos en observacién, para luego ser devueltos a las piscinas
comunales del bioterio. El agua de las piscinas fue cambiada entre experimentos para

evitar la influencia de agentes externos.
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Figura 3: A. Esquema de protocolo experimental de los experimentos comportamentales. M: melatonina.

Anélisis de datos:
Los registros fueron procesados utilizando el software Clampfit (v.10.2). En la figura 4
se muestra un tren de descargas de DOEs, asi como la forma de onda de una DOE de

un animal en las peceras de registro.

B

10ms

Tiempo (s)

Figura 4: Ejemplo de registro de tren de DOEs de un animal representativo. El recuadro muestra la forma

de onda de una descarga.

Se tomd6 un minuto de datos cada 10 minutos de registro y se utilizé un protocolo de
umbral para calcular el intervalo entre las DOEs, obteniéndose la frecuencia
instantanea entre cada DOE. Se calculé la frecuencia media, la varianza y desvio

estandar para cada seccidon analizada. Los valores de FB-DOE fueron normalizados
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(FB-DOEin) contra los valores en los 10 minutos previos a la inyeccion (t=-10) mediante
el siguiente indice:

FB o) FBrern(—10
FB—DOFEin(x)= ””;—'{BLH-'[ —}i:j; —

Los datos de frecuencias instantaneas fueron agrupados en 3 grupos: pre inyeccion,
frecuencias de la primera hora posterior a la inyeccién, frecuencias de la segunda
hora posterior a la inyeccion. Para cada grupo se determind la frecuencia media,

desvio estandar y coeficiente de variacion.

Se optd por realizar un segundo analisis para determinar la variabilidad de la frecuencia
de descarga de la DOE. Se volvieron a analizar los registros de DOEs utilizando el
software MatlLab, aplicando un programa de deteccion de picos. Se obtuvo la
frecuencia instantanea entre cada DOE durante las 3 horas del experimento. Los datos
fueron agrupados en pre-inyeccion y pos-inyeccién, y se realizd un analisis de
Poincaré. Se ajustaron elipses a la nube de puntos de cada individuo y se calcularon
los ejes para ser utilizados como medida de variabilidad. También se determiné el
coeficiente de variacion de las frecuencias de estos dos momentos para cada grupo
experimental. Este analisis utiliza todos los datos de frecuencia instantanea durante
todo el periodo de registro, eliminando sesgos posibles al momento de seleccionar los
registros para el analisis. Esto también significa que aumentos transitorios y de corto
plazo (como por ejemplo chirps o respuestas de novedad) son tomados en cuenta a la

hora de calcular las frecuencias y coeficientes de variacion (CV) medios.

5.3. Experimentos in vitro:
Los animales (n=8) se anestesiaron con pentobarbital (5ul/g del animal) y frio. Una vez
anestesiados se ubicaron en un soporte adecuado para la cirugia que permite la
fijacion de la cabeza y la ventilacién constante con agua filtrada a baja temperatura. Se
quitd la parte superior del craneo exponiendo al cerebro que fue extraido junto con
parte de la médula y colocados en una solucién fria de Ringer-sacarosa (en mM: 213
sacarosa, 3 KCI, 0.75 KH2PO4, 1.2 MgS04, 24 NaHCO3,10 D-glucosa, 1.6 CaCl2, pH

7.2-7.4 luego de saturada con carbogeno). El cerebro fue luego adherido a un cubo de
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agar utilizando adhesivo y agarosa de bajo punto de fusion al 3%. El material se coloco
en un vibratomo y se tomd una seccion del tronco encefalico de 600um de espesor que
contiene el NEB. Para aclimatar al nucleo a la solucion Ringer-fisiologica (en mM 124
NaCl, 3 KCI, 0.75 KH2PO4, 1.2 MgS04, 1.6 CaCl2,24 NaH2CO3, and 10 D-glucosa,
pH = 7.4 luego de saturada con carbégeno) utilizada durante el registro, la solucion
Ringer-sacarosa fue progresivamente suplantada por la solucidon de registro,
sustituyendo el 50% media hora después de la extraccion y repitiendo este
procedimiento hasta completar 2 horas de aclimatacion en presencia de gas carbégeno
(95%02 y 5%N). La seccion fue luego transferida al set-up electrofisioldgico, dispuesta
en una camara de registro de 4ml y asegurada en el lugar utilizando una pequefa pesa
metalica. La camara recibe un flujo de solucién Ringer-fisiolégica carbogenada y es
mantenida a temperatura ambiente. En estas condiciones, el NEB mantiene su
actividad normal por varias horas.

Para registrar la actividad espontanea del NEB una micropipeta de vidrio (3-5MQ)
llenada con solucion ringer se coloco en el area cercana del NEB. Las micropipetas de
vidrio fueron confeccionadas especificamente utilizando un estirador automatico (Sutter
Instrument P-97) La sefal fue amplificada (AM Systems, M3000, filters 150-3000 Hz) y
el potencial de campo fue monitoreado utilizando un osciloscopio. Se comprobé que el
nucleo estuviese estable y la sefial clara y se registré la frecuencia basal por al menos
media hora. Se tomé 1 minuto de registro cada 10 minutos utilizando el software
AxoScope (v10.2).

Se realizaron tratamientos con melatonina y con vehiculo a modo de control. En ambos
casos el tratamiento se realizé perfundiendo 500 uL de la solucion objetivo. En los
tratamientos con melatonina se emplearon dos dosis: [Mel]=0.25mg/ml, y [Mel]=
1.25mg/ml. Se decidi6 no separar los resultados entre dosis al no observarse
diferencias entre ellas. Los experimentos comenzaron con administracion de
tratamiento o vehiculo alternativamente. El protocolo completo se describe a
continuacion. i) se administraron 500uL de la solucién vehiculo y se registrd la FB-NEB
durante al menos 1 hora; ii) luego se administraron 500uL de una solucion de

melatonina ([Mel]=1.25mg/mL) y se tomaron registros durante al menos 40 minutos
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cada 5 minutos; iii) pasado ese periodo se abrid el flujo de solucion Ringer para lavar la
rodaja y se tomaron registros durante 1 hora.

Por cuestiones metodoldgicas no todos los experimentos completaron las tres etapas.
De los 8 experimentos realizados en 2 se completd el protocolo propuesto, mientras
que en los demas se realizo, con los tiempos y manipulaciones apropiados, solo uno de
los tratamientos. Todos los experimentos se comenzaron en la mafana (entre 10 y
12am).

/ /
< <

1h ‘ 1h ‘ 1h @ 1h =

Figura 5: Esquema de protocolo final experimental de los experimentos in vitro. C: control con vehiculo,

==

M: melatonina, L: Lavado.

Analisis de datos:
Los registros fueron procesados utilizando el software Clampfit (v.10.2). La figura 6
muestra un registro de tren de descargas del NEB, asi como la forma de onda del

campo eléctrico registrado.

Figura 6: Ejemplo de
registro de tren de
descargas del NEB.
El recuadro muestra

la forma de onda del

10ms

campo eléctrico de

una descarga.

Tiempo (s)
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Se obtuvo la frecuencia media, varianza y desvio estandar para cada momento, y se
generaron indices de FB-NEB (FB-NEBin), normalizando cada valor contra el t=0 de
ambos tratamientos:

i ) FBypplz)—FByegll
FB— NEBin(z)= ”;'{BH_H“”" 510

En segundo lugar, los datos de frecuencia instantanea se agruparon en dos grupos: la
hora pre-tratamiento (PRE) y la hora pos-tratamiento (POST), y se analizé los cambios
en frecuencia media y la variabilidad. En el analisis de variabilidad, se opt6 por utilizar
unicamente 4 de los 6 nucleos debido a una variabilidad inusualmente alta en 2 de

ellos.

5.4 Preparacion farmacolégica:

La melatonina debe ser disuelta utilizando un solvente organico, y para este trabajo se
utilizé etanol 100% como solvente. En ambos grupos experimentales se prepar6é una
solucion madre de melatonina disolviendo 5mg de Mel. (SIGMA) en 100uL de etanol y
agregando 400uL de solucion salina (exp. comportamentales) o ringer (exp. In vitro)
([Mel]=10mg/mL). A lo largo del proceso se utilizaron tres lotes independientes de
melatonina, con resultados consistentes entre ellos.

Las soluciones vehiculo entonces fueron preparadas utilizando también 100uL de
etanol y agregando 400uL de salino/ringer, para si poder determinar si el efecto

observado no se ve influenciado por la presencia del etanol.

5.5. Analisis estadistico:
Dada la naturaleza de los datos, se utilizaron tests no paramétricos. Para el analisis de
la variacién en la FB-DOE y FB-NEB se utilizaron pruebas no pareadas (test U de
Mann-Whitney, prueba de Kruskal-Wallis, test de comparaciones multiples de Dunn).
Se utilizaron pruebas pareadas (test de Wilcoxon) para el segundo método de analisis
de variabilidad de FB-DOE.
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6. RESULTADOS:

Este capitulo se encuentra subdividido en tres secciones: 1) El efecto de la melatonina
sobre la conducta eléctrica del animal en libre movimiento, 2) el efecto de la melatonina
en un preparado in vitro del nucleo marcapasos (NEB), y, por ultimo, 3) el efecto de la
melatonina sobre la variabilidad tanto de la conducta eléctrica del animal en libre

movimiento, como de la actividad del NEB.

6.1. Cambios sistémicos: Efecto de la Melatonina sobre Ila frecuencia basal
de la DOE

La inyeccion intraperitoneal de melatonina provoco una disminucion en la FB-DOE. En
individuos tratados con la dosis de 50ug/g de melatonina se observa una disminucién
de la FB-DOE en todos los animales (n=7). Se observd una disminucion gradual de la
FB-DOE llegando a un minimo alrededor de los 20-30 minutos, y un retorno lento a los
valores originales. En un unico individuo la inyeccion intraperitoneal de melatonina fue
seguida por un aumento en la FB-DOE de casi dos veces los valores iniciales seguido
de una gran disminucion de estos valores. Los efectos observados en los individuos
tratados con la dosis de 5ug/g de melatonina (n=7) fueron menos claros: en varios de
los individuos se observé una disminucién de la FB-DOE a los 10 minutos de la
inyeccién, seguido de un rapido retorno a valores cercanos a los registrados previo a la
inyeccion. Los individuos tratados con la solucion control (n=9) no presentaron cambio

en su FB-DOE tras la inyeccién del vehiculo.

La figura 7 muestra ejemplos de la FB-DOE de un animal de cada uno de los grupos
experimentales, y la respuesta de cada uno de los individuos se puede encontrar en el

anexo 1.
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Figura 7: Variacion de la FB-DOE en el tiempo en un animal de cada grupo experimental. Cada punto
marca la media de las frecuencias instantaneas tomadas durante 1 minuto. t=0 marca el momento de la

inyeccion intraperitoneal.

En la figura 8 se muestran los valores normalizados de FB-DOE para todos los grupos
experimentales dentro de la primera y segunda hora post-tratamiento. El valor de
FB-DOE en los animales tratados con la dosis de 50ug/g (n=7) disminuy6 al 84% en la
primera hora y al 74% en la segunda hora. Estas diferencias en relacion al grupo
control fueron estadisticamente significativas (p=0.0003, p=0.0001 respectivamente,
test de Dunn). No se obtuvieron diferencias entre el grupo control y los animales
tratados con la dosis de 5ug/g, pero si se observaron diferencias entre los grupos
tratados con diferentes dosis en la 1er (p=0.0381, test de Dunn) y 2da (p=0.0002, test
de Dunn) hora pos-inyeccion. Curiosamente, se observé un aumento en los valores de
la primera hora del grupo control (p=0.0223). Este aumento desaparece si excluimos
los valores de los 10 minutos luego de la inyeccién, lo que sugiere que se debe a un

efecto de la manipulacién experimental.
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Figura 8: Valores medios de FB-DOE (normalizada) en la hora pre inyeccion (PRE), la 1er hora luego de
la inyeccion (1er hora), y la 2da hora luego de esta (2da hora), para los 3 grupos experimentales
(control, n=9; Mel. 5g/g n=7; Mel. 50g/g, n=7) . Los valores se muestran como media + DE. Se realizd un

test de comparaciones multiples de Dunn, *p<0.05, **p<0.01, ***p=<0.001.

6.2. Cambios en el SNC: Efecto de la Melatonina sobre la frecuencia basal

del NEB

En la preparacion de nucleo aislado in vitro, al ubicar las pipetas en cercania al NEB se
observa un potencial campo bifasico caracteristico de este nucleo. La forma de onda
del campo depende de la ubicacién de la pipeta relativa a las células del nucleo. En
este trabajo sélo se analizan los cambios en frecuencia de descarga, no en forma de
onda. En los registros in vitro se observa una descarga espontanea del nucleo
marcapasos de frecuencia constante a lo largo del tiempo, observandose pequefas

oscilaciones (Fig. 9). Esta estabilidad ha sido observada previamente en otros trabajos
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de este grupo (Perrone, Migliaro y Comas 2014; Migliaro & Silva 2016). La FB-NEB

presenta, sin embargo, una alta variabilidad interindividual, en un rango de 7.99-23.2Hz

(Fig. 9), por lo que para el andlisis cuantitativo se optd por trabajar con indices.

En las pruebas in vitro, luego de la administracion de melatonina por perfusion se

constatdé una disminucion en la FB-NEB (fig. 9). Este efecto siguidé un curso temporal

similar en todos los nucleos registrados: se observo una disminucion progresiva de la

FB-NEB, que fue revertida al incrementar el flujo de solucién fisiolégica de perfusion

(lavado), tendiendo a volver a los valores iniciales.
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Figura 9: Frecuencia de la actividad espontanea del NEB en todos los nucleos. Las figuras azul oscuro
representan los casos donde solo se aplicé melatonina en el protocolo, las celeste aquellos casos donde
se aplico el vehiculo seguido por el farmaco, y las naranjas los casos donde solo se aplico el vehiculo. La
flecha negra marca el momento de aplicaciéon de melatonina. En los casos donde se aplicd una solucién
control, el momento de aplicacion se marca con un asterisco. Las lineas punteadas representan

momentos donde no se logré obtener datos debido a una baja relacién sefal/ruido.

La figura 10A muestra los valores de FB-NEBIn en diferentes momentos con respecto a
la administracion con melatonina. El valor medio de la FB-NEBin a los 40 minutos de
aplicada la melatonina fue un 0.737 del valor previo al tratamiento farmacolégico (PRE
vs T40, n=6, p=0.0492, test de Dunn). Este valor fue aun menor en el momento de
lavado, llegando a un minimo de 0.6283 (PRE vs LAVADO, n=6, p=0.0067, test de
Dunn). En contraste, no se encontro diferencia entre el valor medio de FB-NEBIn previo
al tratamiento y en los 10 minutos posteriores a este (p>0.9999), ni a los 10 o 20
minutos de realizado el lavado del nucleo (p=0.0666 y p=0.4725 respectivamente). El
valor medio de FB-NEBin a los 40 minutos también fue significativamente menor al
valor tomado en ese mismo momento del grupo control (p=0.0317, Mann Whitney); en
este grupo no se observd ninguna diferencia luego de administrada la solucién
(p=0.3595, Kruskal-Wallis) (fig. 10B).
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Figura 10: A. Valores de FB-NEB normalizados (FB-NEBIn) a distintos puntos del experimento. PRE: 10

minutos antes de la administracion de mel. (T10: 10 minutos desde TO. T40: 40 minutos pasado TO0. L:
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Lavado. L10: 10 minutos pasado el lavado. L20: 20 minutos pasado el lavado). B. Valores medios de
FB-NEBiIn a los 40 min. administrada la solucién control o de melatonina Los valores se muestran como
media + DE. *p<0.05, **p=<0.01, ***p=<0.001, ****p<0.0001.

6.3. Cambios en los cambios: Efecto de la melatonina sobre Ila variabilidad

Al observar las graficas de frecuencia de descarga del 6rgano eléctrico en funcion del
tiempo, algo que llama la atencion es la variabilidad inter e intra individual en la
FB-DOE tras inyectar melatonina, mas considerando la estabilidad usual del
comportamiento eléctrico. Teniendo estas observaciones en cuenta se propuso estudiar
el efecto de la melatonina sobre la variabilidad de la FB-DOE. Para no perder la
variabilidad a corto plazo entre descarga y descarga se tomaron todos los datos de
frecuencia instantanea muestreados cada 10 minutos, a diferencia de los casos

anteriores, donde se tomaba el promedio de estos datos.

La fig. 11A muestra los coeficientes de variacion (CV) media de los diferentes grupos
experimentales antes y después de la inyeccion intraperitoneal de melatonina o
vehiculo. Al tratar a los animales con melatonina se observa un aumento en la
variabilidad de la FB-DOE. En los animales tratados con la dosis de 5ug/g (n=7) el valor
de CV medio aumenta de 0.072 a 0.191 (p=0.0016, Dunn’s pos hoc) y en los tratados
con la dosis de 50ug/g (n=7) aumenta de 0.086 a 0.238 (p=0.0305, test de Dunn).
Estos cambios son también significativos con respecto a los controles (n=9) (p=0.0008
y p=0.0012 respectivamente). El tratamiento control no produjo efecto (n=9,p=0.9070,
test de Dunn). No se encontrd un efecto dosis dependiente en la variabilidad de la
FB-DOE.

Al segmentar los datos post-inyeccion en periodos de media hora (fig. 11B) se observa
que este aumento es mayor en la primera media hora en ambos grupos
experimentales, y este luego disminuye paulatinamente hasta retornar a los valores

mas cercanos a los iniciales.
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Figura 11: A. Coeficiente de variacion entre los valores de frecuencia instantanea de las DOEs previo
(PRE) y posterior (POST) al tratamiento de los animales tratados con solucién control (n=9), mel. 5ug/g
(n=7) y mel. 50ug/g (n=7). Los valores se muestran como media + DE *p<0.05, **p<0.01, ***p=<0.001,
***p<0.0001.B. Coeficiente de variacion entre los valores de frecuencia instantanea de las DOEs

agrupados en periodos de 30 minutos. Los valores se muestran como media + DE.

Se realizo un grafico de poincaré para cada animal, y se ajusto una elipse a la nube de
puntos, utilizando los ejes de esta elipse como parametros de variabilidad. En la fig. 12
se muestra un ejemplo de una grafica de poincaré para un animal tratado con

melatonina en la dosis mas alta.

Figura 12: Analisis de poincaré de un
25| pez tratado con una dosis de 50g/g de
melatonina. En azul los valores de
20} frecuencia de la DOE previo a la
inyeccion, en rojo los valores luego de

esta.

28



En los animales tratados con la dosis de 50ug/g, el valor medio del eje corto
(variabilidad ciclo a ciclo) aumenté en un 111% (de 11,95 a 25,22) (p=0,0469; n=7,

Wilcoxon) y el eje largo (variabilidad a largo plazo) aumenté en un 88,8% (16,09 a

30,38 (p=0,0313; n=7, Wilcoxon). No se observé efecto en los individuos tratados con

la solucién control ni en los individuos tratados con la dosis de 5ug/g (fig. 13A).

Al calcular los coeficientes de variacion se observaron resultados similares (fig. 13B). El

valor medio de CV de los animales tratados con la dosis de 50ug/g aumentd casi diez

veces luego del tratamiento con melatonina, aumentando de 0,293 a 2 (p=0,0313; n=7,

Wilcoxon). No se observé efecto en los individuos tratados con la dosis mas baja, ni en

los individuos tratados con la soluciéon control.
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Figura 13: A. Valor medio de los ejes de las elipses ajustadas seguin un analisis de poincaré de los

valores de frecuencia de las DOEs de los animales antes y luego de la inyeccion de melatonina, para
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todos los grupos experimentales. SD1 representa el eje menor (variabilidad a corto plazo) y SD2
representa el eje mayor (variabilidad a largo plazo) (*p<0.05) B. Valor de coeficiente de variacién medio
para todos los valores de frecuencia previo (1 hora) y luego (2 horas) de la inyeccion de melatonina de
todos los animales, para todos los grupos experimentales (*p<0.05). Los valores se muestran como
media = S.E.M.

Para determinar si este aumento en la variabilidad de la FB-DOE partia de un aumento
en la variabilidad en el NEB, se agruparon los datos de frecuencia instantanea de las
descargas del NEB segun si fueron tomados antes (PRE) o luego (POST) del
tratamiento con la solucion control o melatonina (fig. 14).Si bien dado el n obtenido (se
excluyeron n=2 individuos del grupo tratamiento por inconsistencias en la variabilidad)
no se pudo realizar un analisis estadistico, se observa una tendencia al aumento en la

variabilidad media del nucleo tras administrar la melatonina (y no asi en controles).

Control Melatonina
0.5- 0.5-
0.4- 0.4
0.3 0.3
>
O
0.2 0.2
0.1- 0.1
___——
00 I T 0.0 1
PRE POST PRE POST

Figura 14: Coeficiente de variacion de las frecuencias instantaneas de la actividad del antes (PRE) y

después (POST) de los peces tratados con melatonina y con solucién control.
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7. DISCUSION

7.1 Efecto de la melatonina sobre el NEB y la conducta eléctrica

Este trabajo demostré que la administracion de melatonina tiene un efecto directo sobre
el NEB, proponiendolo como un blanco claro para la regulacion diaria de la conducta
eléctrica de estos peces. El efecto observado en el NEB fue consistente con lo
observado en la FB-DOE tras una inyeccion IP de melatonina. En ambos casos tras la

administracion de melatonina se observé un descenso en la frecuencia de descarga.

Esto contradice nuestra hipotesis original. En una primera instancia planteamos que la
administracion de melatonina llevaria a un aumento, no una disminucion, en la
frecuencia de descarga tanto de la DOE como la actividad espontanea del NEB. Se ha
demostrado que los animales tienen un aumento nocturno en su actividad eléctrica
asociado a la nocturnidad, y que este aumento requiere de la accion de melatonina, ya
que al bloquear su actividad este aumento desaparece (Migliaro y Silva 2016). Nuestra
hipétesis plantea que dado el vinculo estrecho entre la actividad del NEB y la conducta
eléctrica del animal, la melatonina estaria actuando directamente sobre este nucleo,
aumentando su frecuencia de descarga. En este trabajo confirmamos que la
melatonina tiene un efecto regulador sobre la FB-NEB, y que este efecto es consistente
con los efectos observados en los experimentos comportamentales sobre la FB-DOE.
Si bien el efecto sobre la FB-DOE y FB-NEB es de valencia opuesta a lo que

esperabamos, varios factores nos habilitan a confiar en estos resultados.

En primer lugar se tomaron los controles metodoldgicos necesarios para asegurarnos
de la validez de estos resultados. En segundo lugar, la melatonina tuvo un efecto
robusto y fuertemente consistente en ambos tratamientos experimentales por
separado. Por ultimo este efecto fue también consistente entre los experimentos,
confirmando que estamos observando un efecto de la melatonina sobre la via

electrogénica.

El efecto de la melatonina puede deberse al momento del dia en el cual se realizaron

los experimentos. Hay que considerar que estos tratamientos fueron realizados en el
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dia. Las inyecciones IP de melatonina en los experimentos comportamentales y las
disecciones de NEB fueron realizadas en la mafiana (ambos casos entre las 10am vy
12pm). La presencia, abundancia y especificidad de los distintos receptores de
melatonina estan regidos por ritmos circadianos (Oliveira et al. 2008; Confente et al.
2010, Shin et al. 2011, Choi et al. 2016), por lo que es enteramente posible que la

respuesta a esta también dependa de la hora del dia en la que se administra.

Es muy probable que la melatonina esté disminuyendo la FB-NEB mediante una
disminucion en la excitabilidad de las neuronas marcapasos del nucleo, aumentando el
tiempo necesario para desencadenar un nuevo potencial de accion. Este efecto de la
melatonina sobre la excitabilidad neuronal ha sido demostrado en varios modelos de
osciladores neurales (Mason y Brooks, 1988; Shibata, Cassone, y Moore 1989; Stehle,
Vanecek, y Vollrath 1989; Jiang, Nelson, y Allen 1995; Inyushkin et al. 2007; Scott et al.
2010; Oliveira-Abreu et al. 2019). Lo que es mas, se ha demostrado que este efecto
varia segun la etapa del ciclo circadiano en la que se encuentra el preparado,
presentando un efecto mas pronunciado en el comienzo de la noche subjetiva,
momento que coincide con el comienzo de la liberacion de melatonina por la glandula
pineal. En mamiferos se ha demostrado que la melatonina inhibe la actividad de la
corriente ih (una corriente cationica dependiente de hiperpolarizacion implicada en la
regulacion de el patron de actividad de distintos osciladores cerebrales (Pape 1996)
mientras a su vez lleva a una activacion de la conductancia de potasio (Jiang, Nelson, y
Allen 1995). Interesantemente, en Apteronotus leptorhynchus, una especie de pez
eléctrico de onda, se demostrd que si bien las corrientes |h no estan involucradas en la
generacion del ritmo de descarga del NEB, al bloquear las corrientes de potasio las
neuronas del nucleo tendian a aumentar sus frecuencias de descarga y luego cesar de
descargar completamente (Smith y Zakon 2000). Existe la posibilidad de que los
mecanismos celulares y las corrientes ionicas implicadas no sean exactamente las

mismas pero compartan caracteristicas similares.

La nocturnidad natural del aumento de la FB-DOE entonces es probable que no sea
mediada unicamente por una respuesta del NEB a la melatonina. Si bien en este

trabajo demostramos que la melatonina exdgena es capaz de modificar la actividad
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espontanea del NEB, es muy posible que la regulacion diaria del ritmo en FB-NEB
también se vea afectada por otros sistemas que no se encuentran en la rodaja de
tronco encefalico que se utiliza en el preparado in vitro, por lo que solo estariamos

viendo una parte del circuito.

Otro aspecto a considerar es que las respuestas celulares del NEB no son
homogéneas. Dentro del nucleo distintos grupos celulares reciben distintas aferencias
de estructuras pre-marcapasos (Juranek y Metzner 1998), y responden de forma
diferente a los mismos estimulos, como por ejemplo a la administracion de glutamato
(Quintana et al. 2014). Esta segregacion funcional no fue considerada en nuestro
acercamiento experimental. Es posible que la melatonina tenga efectos diferentes en
distintos grupos celulares, y tal vez el efecto observado sea uno que eclipsa lo
observado en la naturaleza, donde la melatonina puede estar actuando de forma mas

localizada.

Esto sin embargo no explicaria por qué la administracién de forma sistémica, donde
todas las estructuras estan presentes, no desencadena la respuesta esperada de un
aumento en la FB-DOE. Lo que es mas, en la especie simpatrida Gymnotus omarorum,
se ha demostrado que una inyeccion IP de melatonina si desencadena un aumento en
la FB-DOE similar al aumento nocturno (Migliaro 2018a). Es importante aqui volver a
destacar entonces las diferencias ya reportadas en estas especies. Estas dos especies,
si bien similares, tienen requerimientos ecoldgicos y comportamentales diferentes, y los
mecanismos neuronales de regulacion de la conducta deben responder a estos
requerimientos. Se ha demostrado que el contexto social cumple un rol regulatorio
sobre el aumento nocturno de FB-DOE en ambas especies (Silva, Perrone y Macadar,
2007, Migliaro 2018a). La respuesta diferencial de cada especie al tratamiento diurno
con melatonina puede estar ligada a una diferencia en el rol y la importancia de la
melatonina como modulador del ritmo diario. En G. omarorum, un animal territorial
cuyos individuos se distribuyen de forma espaciada (Zubizarreta et al. 2020), la
administracion de un antagonista de melatonina (luzindol) es suficiente para bloquear el
aumento nocturno en FB-DOE uUnicamente en animales aislados. Cuando estos

animales se encuentran en presencia de coespecificos este aumento se mantiene aun
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en presencia del antagonista, lo que sugiere vias diferenciales de regulacion
dependiendo del contexto social en el que se encuentra el individuo (Migliaro 2018a).
B. gauderio, en cambio, es un animal gregario, con grupos sociales mas grandes y
dinamicos (Miranda, Silva y Stoddard 2008). Cabe la posibilidad que en esta especie la
melatonina sea necesaria para generar el aumento nocturno en FB-DOE, pero no

suficiente para desencadenar la fisiologia nocturna completa.

Todo esto es evidencia de un sistema complejo. Algo unico a este modelo es el grado
de interconexion entre los sistemas comunicativos y sensoriales, ya que adaptan su
conducta eléctrica a las demandas ambientales y sociales, preservando a su vez la
capacidad de distinguir objetos de su alrededor. Ambos sistemas hacen uso de las
emisiones eléctricas constantes del animal, y las estructuras encargadas de regular
ambos sistemas han de ser capaces de dialogar de forma rapida y eficiente. Esto exige
un sistema intrincado y con un alto grado de interconexion, con estructuras,

moduladores y circuitos en comun.

7.2. Efecto de la Melatonina sobre la variabilidad en las frecuencias de

descarga

La melatonina desencaden6 un aumento en la variabilidad de la FB-DOE, dependiente
de la dosis administrada. Para el estudio de variabilidad se utilizaron dos
procedimientos alternativos (ver materiales y métodos). Si bien ambos procedimientos
muestran el aumento de la variabilidad generado por la melatonina, el método
automatizado no evidencia el efecto dosis dependiente y solo muestra el aumento
generado por el tratamiento con la dosis mas alta. Esto es coherente, ya que el primer
analisis realizado toma segmentos de registro donde no se observan modulaciones
transitorias de FB-DOE, mientras que en el analisis automatizado se utilizan las
frecuencias instantaneas de todo el registro. Estas modulaciones transitorias tienen un
efecto homogeneizador al ser consideradas junto a la FB-DOE. El efecto de la dosis de
5mg/g de melatonina sobre la variabilidad no parece ser lo suficientemente marcado
para contraponerse a otros efectos modulatorios también presentes en los animales

control. Sin embargo, ambos analisis evidencian un aumento marcado en la variabilidad
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(tanto en el CV como el analisis grafico de poincaré) tras el tratamiento con una dosis

de 50mg/g de melatonina.

En los experimentos in vitro se observdé también una tendencia similar sobre la
actividad espontanea del NEB. Dados los criterios de inclusion utilizados para los
calculos de variabilidad estos experimentos contaron un n experimental bajo (n=4
ambos grupos), por lo que para afirmar o descartar con certeza un efecto de la
melatonina sobre la variabilidad en las descargas espontaneas del NEB se deberian
realizar mas réplicas del ensayo. Sin embargo el aumento observado apunta a que la

melatonina modula la variabilidad de la actividad eléctrica del NEB.

El NEB es el nucleo integrador encargado de generar el ritmo de DOEs, recibiendo
aferencias de diferentes nucleos pre-marcapasos cuya activacion desencadena
diferentes efectos en el NEB, y por lo tanto en la DOE. B. gauderio es un animal
nocturno cuya vida social en el habitat natural se desarrolla durante la noche, periodo
donde requerira ser capaz de regular su FB-DOE de forma rapida para poder generar

las sefiales eléctricas necesarias en la interaccidn social con coespeficios.

En A. leptorhynchus, se ha demostrado que los chirps son precedidos por un aumento
drastico en la variabilidad de la FB-DOE (Moortgat et al. 1998). Perturbar un oscilador
no es sencillo (Vitar 2019). Para lograr la estabilidad observada en la periodicidad de
las DOEs y las descargas del NEB es necesario un sistema robusto, que salvaguarde
su funcionamiento frente a elementos perturbadores externos. Esto, a su vez, dificulta
la capacidad de una respuesta rapida a estimulos. EI aumento en variabilidad
observado previo a las modulaciones sociales de la actividad eléctrica como los chirps
puede deberse a cambios a nivel circuital/neuronal que faciliten la modulacion del NEB,
pero que a su vez lleven a una disminucién en su robustez. Es posible también que en
B. gauderio este aumento se mantenga de forma prolongada en la noche (mediante la
accion de la melatonina), dado el alto nivel de interaccién que mantienen los individuos,
aumentando sus capacidades comunicativas. Esta hipotesis también se ve apoyada
por investigaciones actuales del grupo, que han demostrado que en en el habitat

natural se observa un aumento en la variabilidad acoplado al aumento nocturno en
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FB-DOE (Gascue 2022, manuscrito en preparacion). La modulacion de la variabilidad
por contexto social ha sido demostrada en la especie simpatrida G. omarorum (Gascue
2020). En forma interesante y similar a los discutido en el apartado anterior, el contexto
social promueve un efecto opuesto sobre esta variable en estas especies. Nuevamente
las diferencias en los contextos sociales de las especies (una territorial, la otra
gregaria) estarian ejerciendo presiones ecoldgicas que requieren de respuestas

conductuales diferentes.

Este trabajo logra reproducir este aumento de la variabilidad de la FB-DOE en
condiciones de laboratorio en animales diurnos con la inyeccion de melatonina IP, de
forma independiente al aumento nocturno de la FB-DOE. Esto sugiere que los
mecanismos implicados en el aumento de la variabilidad difieren en algun nivel de los
encargados de desencadenar el aumento en FB-DOE, algo que también ha sido
observado en A. leptorhynchus, donde los animales responden a estimulos con
aumentos en su variabilidad, su FB-DOE, o ambas de forma diferencial (Moortgat et al.
1998).

A pesar de poder independizarlas en el laboratorio, variabilidad y FB-DOE deben
aumentar juntas para asegurar el repertorio conductual natural de la especie, por lo
que utilizar la melatonina como modulador gatillo para ambos es una estrategia
eficiente para garantizar de que los aumentos ocurran de forma sincronizada. Este tipo
de acople temporal, donde un unico mediador se encarga de desencadenar
mecanismos independientes es comun en sistemas donde la sincronicidad de las

varias piezas es critica para el funcionamiento del sistema entero (Adkins-Regan 2013).

Tomados en conjunto estos resultados abonan el conocimiento acerca de las bases
neurales del comportamiento de B. gauderio y de los peces eléctricos en general,
aportando pistas e indicios acerca del grado de complejidad e interconexion entre los
sistemas sensoriales, y comunicativos, asi como con las areas cerebrales implicadas

en la regulacion circadiana, el control motor-sensorial y el cerebro social.
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7.3 Perspectivas

Seria interesante comprobar la presencia de receptores de melatonina en el
NEB a través de técnicas transcriptdmicas. Por otro lado, se sabe que varias
areas cerebrales expresan genes de la familia Annat1 (Falcon et al. 2011) por lo
que también seria interesante investigar la posibilidad que el NEB sintetizara su
propia melatonina, tal vez comprobando la expresién de estos genes en el
nucleo.

Se podria a su vez realizar estudios similares a los realizados por Smith y Zakon
(Smith y Zakon 2002), y estudiar las corrientes idnicas involucradas en la
generacion y mantenimiento del ritmo de actividad espontanea de NEB,
despejando el panorama de los resultados obtenidos en este trabajo y pistas
invaluables de la evolucion de los mecanismos celulares del comportamiento
eléctrico.

Por ultimo, tomando en cuenta que la modulacion de las DOEs en general y la
FB-DOE en particular es dependiente de la fase reproductiva en la que se
encuentra el animal, seria interesante indagar si este patrén de aumento en la
variabilidad se mantiene igual tanto en la fase reproductiva como la
no-reproductiva, momento en en el cual la interaccion social disminuye, y donde

tal vez la flexibilidad en la emisidn eléctrica no es tan importante.
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9. ANEXO:

Anexo 1: Graficos de cambios en la FB-DOE en el tiempo de todos los individuos estudiados en los

experimentos comportamentales. EI 0 marca el momento de realizacion de una inyeccién IP de

melatonina. . Las lineas punteadas representan momentos donde no se logré obtener datos debido a una

baja relacién sefial/ruido. Los resultados se muestran como media + DE.

30 30 30
T2 520 20
w w w
o <] o
2 o 2
] 1] m
w10 w10 w10
T T T T T T T T T T T
-50 0 50 100 -50 0 50 100 50 50 100
Tiempo (Min.) Tiempo (Min.) Tiempo (Min.)
30 30 30
=20 = 20 =20
T E F-
w w w
o <] o
Q Q Q
@ @ @
w10 w10 w10
T T T T T T T T T T T
=50 [ 50 100 =50 o 50 100 =50 50 100
Tiempo (Min.) Tiempo (Min.) Tiempo (Min.)
30 30 30
520 =20 20
& = =
w w w
o o o
Q Q Q
o @ o
w10 w10 w10,
T T T T T T T T T T T
=50 0 50 100 =50 0 50 100 =50 50 100
Tiempo (Min.) Tiempo (Min.) Tiempo (Min.)

47



Sug/g

404
~ 30+
<
w
[e]
Q
E 20
10 r r T v T r T r
-50 0 50 100
Tiempo (Min.)
30+
25+
N
=
S 20
Q
m
w
15+
10 T T T T
=50 0 50 100
Tiempo (Min.)
25+
204
~
z
& 154
Q
m
w
10
5 T r T T T T T T
=50 0 50 100
Tiempo (Min.)
25=
204
N
L 154
w
8
m 109
w
5=
0 T T T T T T T T
=50 0 50 100
Tiempo (Min.)

40+
w30
L
w
[e}
Q
2 20
10 T T T T
-50 0 50 100
Tiempo (Min.)
20-
N 15+
=
w
o
Q
E 10
5 T T T T
-50 0 50 100
Tiempo (Min.)
25+
20+
~
L 15+
w
g
o 104
w
5_
0 T T T T T T T T
-50 0 50 100
Tiempo (Min.)

48



20+

3
1

FB-DOE (Hz)
H

s0pg/g

FB-DOE (Hz)
n
T

14+ 15
12 T T T T 10 T T T T
-50 0 50 100 -50 0 50 100
Tiempo (Min.) Tiempo (Min.)
30=y 40—
30
T 201 T |
) L .
w w Oy
0] Q 204 N
la} la} ~
7 7 ~
[i1] 1] o ~
L 10+ w S
<
10 Sk
S
0 T T T 0 T T T T
-50 0 50 100 -50 0 50 100
Tiempo (Min.) Tiempo (Min.)
304 304
~ 20 204
z T
w w
[} Qo 1
Q Y
o o
I 10+ L 10
0 T T T 0 T T T T
-50 50 100 -50 0 50 100
Tiempo (Min.) Tiempo (Min.)
40
30
™
z
8 20
Q
m
w
10
0 T T T
-50 50 100
Tiempo (Min.)

49



