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RESUMEN

Si bien en la actualidad se encuentra ampliamente aceptado que las propiedades neuronales
constituyen un factor importante en el determinismo de la funcidn de los circuitos, la correlacién
precisa entre las propiedades neuronales y las circuitales es aln un terreno relativamente poco
explorado. Establecer dicha relacién requiere del estudio de las propiedades neuronales y de su
analisis bajo patrones fisioldgicos de estimulacién que reproduzcan las condiciones de actividad
observadas in vivo, ya que es en estas condiciones que se expresa el papel funcional de la neurona.
Con este fin abordamos el estudio del papel de las propiedades neuronales en la funcién circuital
utilizando como modelo el Lébulo Electrosensorial de Gymnotus omarorum, un pez eléctrico de
descarga débil. Este modelo resulta ventajoso por los siguientes motivos: la relativa simplicidad de
los circuitos involucrados en los primeros niveles del procesamiento de la informacion electro-
sensorial; la facilidad con que se puede manipular la escena sensorial; y la existencia de una serie

de comportamientos estereotipados y relativamente bien estudiados.

Inicialmente se caracterizaron, in vitro, mediante la técnica de “whole cell patch”, las propiedades
de las neuronas de proyeccion del Lébulo Electrosensorial pertenecientes a las dos vias de
procesamiento de la informacion electro-sensorial, la via rapida y la lenta. Dentro de la via lenta se
lograron identificar dos tipos de neuronas piramidales, basilares y no basilares, morfolégicamente
similares a las descritas en el I6bulo electro-sensorial de Apteronotus Leptorhynchus. Desde el
punto de vista de sus propiedades intrinsecas las piramidales basilares mostraron un perfil
funcional similar a las de A. Leptorhynchus. Este perfil se caracteriza por la ausencia de actividad
espontdnea y por responder a la estimulacién intracelular con dos tipos de potenciales de accién
que se diferencian por su amplitud y forma de onda. Los estudios hechos en A. Leptorhynchus
muestran que estos dos tipos de potenciales de accién son originados unos a nivel del segmento
inicial del axdn y otros a nivel dendritico. Por su parte, las propiedades de las piramidales no-
basilares muestran diferencias con ambos tipos de piramidales de A. Leptorhynchus y con las
piramidales basilares de G. Omarorum. En primer lugar estas neuronas presentan descarga
espontdnea repetitiva interrumpida periddicamente por hiperpolarizaciones prolongadas y de gran
amplitud. En segundo lugar solo fueron capaces de descargar un Unico tipo de potencial de accidon

presumiblemente de origen axonal.

En la via electro-sensorial rapida, caracterizamos las propiedades del unico tipo de neurona que
forma esta via a nivel del I6bulo electro-sensorial, las neuronas esféricas. Estas neuronas de soma

redondeado y pausidendritico estan especializadas en la codificacidon y transmisién precisa del



tiempo de ocurrencia de los estimulos sensoriales. La caracterizacion de las propiedades intrinsecas
mediante registros intracelulares mostré que las propiedades antes mencionadas son consecuencia
de la expresién de dos corrientes resonantes subumbrales (una corriente resonante se opone a la
causa que la generd y constituye por lo tanto una retroalimentacion negativa); una corriente de
potasio de bajo umbral y una corriente catiénica mixta activada por hiperpolarizacién. En particular,
la expresién de la corriente de potasio de bajo umbral le confiere a la célula la capacidad de
descargar un Unico potencial de accidén y de presentar un periodo refractario prolongado similar en

duracidn a la refractariedad observada in vivo para la via electro-sensorial rapida.

Para comprender el papel funcional de la refractariedad de esta via, que se encuentra
implementada a nivel de las neuronas esféricas, analizamos su respuesta a nivel celular y circuital
durante el comportamiento de evitacion de interferencia desplegado por G. Omarorum. Este
comportamiento se produce en condiciones naturales cuando co-especificos cercanos presentan
una frecuencia de descarga del drgano eléctrico similar, y puede ser reproducido artificailmente
mediente la aplicacidn de pulsos artificaiales en el agua a una frecuencia cercana a la de descarga
del 6rgano eléctrico del animal en estudio. Este comportamiento consta de aumentos transitorios
de la frecuencia de descarga del érgano eléctrico. Como consecuencia de estas aceleraciones se
produce un cambio en la probabilidad de ocurrencia de los pulsos interferentes dentro del intervalo
entre descargas del 6rgano eléctrico, observandose un pico de probabilidad en la primera mitad del
ciclo. De esta manera, la respuesta electromotora de evitacidn de interferencia determina que la
mayoria de los pulsos interferentes caigan dentro del periodo refractario de la via electrosensorial

rapida.

Utilizando este comportamiento como escenario funcional de las neuonas esféricas analizamos, a
nivel de célula dnica y a nivel circuital, la capacidad de respuesta a los pulsos propios e
interfenrentes bajo las condiciones de estimulacion producidas por el comportamiento de evitacion
de interferencia. A nivel celular estudiamos, in vitro, la respuesta a protocolos que reproducen los
tiempos de ocurrencia de los pulsos propios y los interferentes observados in vivo. A nivel cicuital
estudiamos, in vivo, la respuesta del nicleo mesencefalico al cual proyectan las neuronas esféricas,
a los pulsos propios e interferentes cuando el animal se encuentra desplegando la respuesta de
evitacion de interferencia. En ambos casos la transferencia de informaciéon fue mayor para los
pulsos propios que para los interferentes, demostrando que un filtro celular estereotipado como el
periodo refractario prolongado de las neuronas esféricas, es capaz de establecer un filtro sensorial

dindmico al combinarse con el patron de estimulacién impuesto por el sistema electro-motor.



CAPITULO |

Introduccién general

La funcidn de un circuito neuronal estd determinada por varios factores entre los que se destacan
el conexionado sindptico y las propiedades de las neuronas que lo componen. A partir de los
trabajos de Cajal, quién introduce implicitamente este problema al enunciar la teoria de la
polaridad dinamica y economia, se han hecho diversos avances en la descripcidn de las conexiones
y propiedades neuronales. Sin embargo, la relacién precisa entre las propiedades de una neuronay
la funcién que esta desempefia dentro de un determinado circuito es un terreno relativamente

poco explorado y comprendido.

La concepciéon de que las propiedades neuronales son un factor a partir del cual se establecen las
propiedades de procesamiento de los circuitos se formalizé a partir de un trabajo pionero
publicado por Llinas (1988) y la posterior postulacién, por parte del mismo, de la “ley de la no

intercambiabilidad” de las neuronas (Llinas, 1990)'. Llinas plantea que la funcién de un circuito

depende, ademas de las conexiones sinapticas y los tipos de neurotransmisor involucrados en las
mismas, de las propiedades dindmicas de las neuronas. Estas a su vez dependen de una serie de
propiedades electrofisioldgicas intrinsecas que incluyen los tipos de canales idnicos expresados y su
distribucién subcelular, los tipos de neurotransmisores, y los sistemas de segundos mensajeros
expresados por la neurona. Segun Llinas, la expresién diferencial de estos rasgos en los diferentes
tipos de neuronas determina que no sea posible intercambiar una determinada neurona por otra y

obtener el mismo comportamiento del circuito.

Mas recientemente Shepherd y Migliore (2005) expandieron el criterio de clasificacion de las
neuronas en base a las propiedades electrofisioldgicas intrinsecas propuesto por Llinas,

proponiendo agrupar a las neuronas en “fenotipos funcionales” de acuerdo a una serie de “rasgos

estructurales basicos” que incluyen a las propiedades intrinsecas, la morfologia, y propiedades

funcionales emergentes de la combinacion de las anteriores; como por ejemplo la capacidad de las

neuronas de presentar espigas retropropagadas desde el soma a las dendritas.

'Dada una neurona de un determinado tipo (e.g. una neurona taldamica) no puede ser funcionalmente remplazada por
una de otro tipo (e.g. una neurona de la oliva inferior) incluso si su conectividad sinaptica y el tipo de neurotransmisor
liberado son idénticos (la diferencia entre las neuronas taldmicas y las neuronas de la oliva infererior es que las
propiedades electrofisiologicas intrinsecas son extraordinariamente distintas).


http://es.wikipedia.org/wiki/Neurona
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Neurona_tal%C3%A1mica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Conectividad_sin%C3%A1ptica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Neurotransmisor

Si bien lo propuesto por estos autores constituye un importante punto de partida para la
caracterizacion de las neuronas como dispositivos funcionales, estos criterios son insuficientes ya
gue no son capaces de resolver las siguientes ambigliedades: a) las propiedades de neuronas
pertenecientes a un mismo “fenotipo funcional” pueden estar implementadas por diferentes
combinaciones de rasgos estructurales basicos; b) para un determinado arreglo de rasgos
estructurales basicos la funcién de una neurona dependerd del circuito en que se encuente inserta
y de la estructura temporal y espacial de la entrada sindptica.

En cuanto a la funcién de una célula en un circuito, una aproximacién util es considerar la funcion
del sistema nervioso como una transformacién de sefiales, que ejecutada a un determinado nivel
de organizacién convierte una entrada en una salida determinada. Esto implica caracterizar
formalmente la operacién por la cual la neurona es capaz de trasformar la entrada sindptica en un

patrén determinado de actividad eferente (“funcidon de respuesta neuronal”). Esta “funcién de

|II

respuesta neuronal” se implementa por la “diferenciacion morfoldgica y estructural” de las
neuronas, que les permite al decir de Raman y Cajal (al enunciar la “ley de la economia”, 1899),
“adaptarse mejor al papel transmisor que deben desempeiar”. Como resultado de dicha
diferenciacién morfoldgica y estructural surgen propiedades celulares emergentes, que llamaremos
siguiendo a Arbib y cols. (1998), “propiedades estructurales”. Estas, constituyen solo una
potencialidad, que se expresa funcionalmente bajo condiciones circuitales y patrones de activacién
naturales. Esta integracién circuital provee a la célula del marco o contexto de requerimientos en el
cual la neurona ejerce una funcidn estadisticamente adaptada a las necesidades evolutivas del
individuo. Volviendo a considerar las ambigliedades que surgen a partir de la definicion de
“fenotipos funcionales” planteada por Shepherd y Migliore (2005), proponemos que estos
“fenotipos” son la realizacién funcional de las propiedades estructurales de una neurona. De esta
propuesta deriva el argumento central de esta tesis, en la cual se demuestra para un caso particular
de célula que para comprener la relacién entre la diferenciacién morfolégica y estructural de una
neurona y su funcién circuital, es necesario estudiar y caracterizar la “funciéon de respuesta
neuronal”; determinar las propiedades estructurales que le subyacen, y analizar la expresion
funcional de estas propiedades bajo un régimen de actividad aferente similar al observado in vivo.

Sélo tomando en cuenta estos tres factores se puede definir el fenotipo funcional de una neurona.

Si bien, abordar el estudio de los diferentes tipos de neuronales de acuerdo las condiciones
mencionadas en el pdrrafo anterior resulta dificil, la naturaleza nos ofrece sistemas donde es
posible caracterizar tanto la computacion ejecutada por el circuito (la codificacidn de las sefiales de
entrada y salida, y la relacion entre ambas), como las propiedades de las neuronas que lo

constituyen (neuronas de geometria simple), y por lo tanto es posible estudiar la existencia de
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fenotipos funcionales de acuerdo a lo ya expuesto. Ademas, la existencia de sistemas andlogos, que
desempeian el mismo papel funcional, y con las caracteristicas antes mencionadas, permite
estudiar cdmo se encuentra resuelto en diferentes organismos el mismo requerimiento
computacional, tanto a nivel circuital como celular, y el estudio comparativo de estos sistemas

podria servir a la comprension del papel de las neuronas dentro del circuito (Carr, 1986).

Para el abordaje de este problema resulta util entonces analizar circuitos simples desde el punto de
vista estructural y funcional, con al menos un rasgo funcional bien definido, donde sea posible
caracterizar las propiedades estructurales de los diferentes tipos neuronales, y establecer su
relacién con las propiedades computacionales del circuito. El sistema electrosensorial de los peces
eléctricos de descarga débil es un modelo que reune dichas caracteristicas. En este, la escena
sensorial puede ser manipulada con relativa facilidad, los circuitos neuronales presentes en los
primeros niveles de procesamiento son relativamente simples, y se han descrito una serie de

patrones comportamentales estereotipados que se encuentan relativamente bien caracterizados.

En virtud de lo expuesto, el presente trabajo aborda el problema de comprender la relacidn entre
las propiedades neuronales y las circuitales, y de la categorizacién de las neuronas de acuerdo a su
funcion dentro del circuito, utilizando como modelo el sistema electrosensorial de G. omarorum

(Richer de Forges y cols., 2009).

Hipotesis General

La hipotesis general que vertebrd inicialmente este estudio fue la siguiente:

Los “fenotipos funcionales” de neuronas son consecuencia de diferentes combinaciones de
propiedades estructurales, y solo se expresan como tales bajo patrones actividad fisioldgicos. Es en
estas condiciones que se debe analizar la contribucion de las propiedades estructurales al

determinismo de las propiedades computacionales de un circuito.

En particular, este trabajo plantea que las propiedades de las células piramidales son importantes
para el desarrollo de respuestas adaptativas de la via lenta y las propiedades estructurales de las
células esféricas son importantes en la alta sincronizacion de la respuesta y en el desarrollo de una

ventana de baja respuesta a partir de la activacion de la via.
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Obijetivos

El analisis experimental se realizd en dos etapas correspondientes a los siguientes objetivos
especificos:
1) Estudiar las propiedades funcionales de las neuronas principales del I6bulo electrosensorial
de G. omarorum vy los rasgos estructurales que las determinan.
2) Una vez alcanzado el objetivo anterior se plantea determinar la “funciéon de respuesta
neuronal” de uno de estos tipos neuronales, analizando sus propiedades en el contexto

circuital y bajo patrones naturales de estimulacién.

Con el fin de alcanzar dichos fines se realizd: a) la caracterizacion anatomo-funcional de
neuronas principales (o eferentes) del Lébulo Electrosensorial de G. Omarorum; b) el analisis de las
propiedades estructurales que subyacen a las propiedades funcionales de uno de estos tipos
neuronales; y c) el estudio de la manera en que las propiedades estructurales de este tipo de
neuronas se expresan funcionalmente como “funcién de respuesta neuronal”, y como “fenotipo

funcional” cuando son sometidas a patrones naturales de estimulacion.

En el capitulo Il se delimita el problema abordado y se exponen los antecedentes
principales del sistema en estudio. En los capitulos Ill a V se presentan los resultados obtenidos
precedidos de una breve exposicién de antecendetes especificos y seguidos de la discusion de los
hallazgos y las hipdtesis especificas que los mismos sugieren. Los métodos se presentan
brevemente en cada capitulo y se detallan en el apéndice. Finalmente en el capitulo VI se realiza
una discusion general y se exponen los argumentos que nos permiten sostener las siguientes tesis:

1) Las propiedades estructurales de las neuronas influyen significativamente en la funcion
del circuito al cual pertenecen, y la funcién neuronal en dicho circuito depende del patron de
estimulacion.

2) En nuestro principal caso de estudio, células esféricas, las propiedades estructurales
permiten la sincronizacion precisa de la respuesta celular y el desarrollo de una ventana de baja
respuesta a partir de su activacion.

3) Estas propiedades basadas en un par de corrientes resonantes (Kv1.2 y Ih), generan una
funcién de respuesta neuronal que puede describirse como celula de disparo inicial.

4) Integradamente con la modulacidon temporal de la frecuencia de descarga del érgano
eléctrico la funcién de respuesta neuronal descripta permite la facilitacién del flujo de las sefiales
auto-generadas en detrimento de las sefiales alo-ogenas. Funcionalmente actian como filtro

selectivo pasa-sefales autogeneradas.
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CAPITULO I1: DELIMITACION DEL PROBLEMA Y CARACTERISTICAS DEL SISTEMA ESTUDIADO

La neurona como dispositivo funcional

Uno de los avances mds importantes en el estudio de las propiedades eléctricas de las
neuronas fue la demostracién por Hodgkin, Huxley y Katz (1952) del papel central de conductancias
voltaje-dependientes especificas de la membrana en la generacidn del impulso nervioso, en
invertebrados. Posteriormente, Coombs, Eccles, y Fatt (1955), trabajando en el soma de las
motoneuronas espinales de mamifero, concluyeron que en esta estructura, al igual que en el “axdn
gigante”, el potencial de accién es producto de la activacidn transitoria de una conductancia de
sodio seguida de una de potasio. En ese entonces se concebia al darbol dendritico como
eléctricamente pasivo, capaz de efectuar la suma mas o menos lineal de los potenciales sinapticos.
Estos estudios y el prestigio de Eccles indujeron al sistema académico (salvo contadas voces
disidentes) a suponer durante mas de una década que todas las neuronas del sistema nervioso
central son similares a las motoneuronas desde el punto de vista electrofisiolégico, y que
funcionarian como simples integradores lineales de los potenciales sindpticos que al alcanzar el

nivel umbral disparan un potencial de accién (Llinas, 1988).

Esta concepcidn extrapolaba y proveia un sustrato celular a los hallazgos computacionales
de McCullogh y Pitts (1943). Ellos habian demostrado que modelos construidos en base a la
interconexion de elementos neuronales muy simplificados (neuronas esféricas funcionando como
integradores lineales con umbral) son capaces de resolver operaciones computacionales complejas.
En consecuencia, se produjo un sesgo hacia la hipdtesis (acertada en general) de que la complejidad
de las operaciones computacionales efectuadas por un circuito neuronal se encuentra determinada
por el nimero de neuronas y las interconexiones que estas establecen. Conduciéndola a una
proposicion extrema, donde se considera que todas las neuronas son iguales y las propiedades
intrinsecas de la membrana y la morfologia neuronal son irrelevantes para las propiedades del

circuito.

El papel de dichos elementos en el determinismo de la funcion computacional de la
neurona en un circuito comienza a reconocerse una década mas tarde. En 1957 Rall aporta la
primera evidencia tedrica sobre la importancia de la geometria neuronal y el papel de las dendritas
en las propiedades de procesamiento de las neuronas. Concomitantemente, Henneman (1957)
demuestra que la excitabilidad de las motoneuronas se relaciona con el didametro de su axén y por

ende con el tamafo del soma, siendo este uno de los componentes del “principio de tamafio”. Poco
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tiempo después, Lloyd (1959) y Lorente de No y Condouris (1959) sefialan que podrian haber otros
fendmenos activos de membrana ademas del potencial de accién clasico, destacando entre estos la
posible importancia de la interacciéon con la entrada sindptica de potenciales propagados activa,

retrograda, y decrementalmente hacia las dendritas.

Por otra parte, la utilizacién de organismos invertebrados (Kandel, 1976), cuyas células de
mayor tamano permiten la utilizacién de técnicas electrofisiolégicas mas complejas, permitio
importantes avances en el estudio de las propiedades intrinsecas de las neuronas, mostrando que
las neuronas poseen otras conductancias ademds de las responsables de la generacién del
potencial de accidn (Doroshenko y cols., 1978). Estos hallazgos condujeron nuevamente al planteo
inicial de Ramon y Cajal de que la diferenciacion morfolégica y estructural de las neuronas es
evolutivamente significativa en tanto se encuentra relacionada con las propiedades de
procesamiento del circuito. A pesar de ello, muchos investigadores que trabajaban en mamiferos
mantuvieron el supuesto que de la complejidad observada en las neuronas de invertebrados
resultaba de una estrategia diferente en la cual el procesamiento celular sustituia al circuital en

sistemas con bajo nimero de neuronas (Llinas, 1988).

El posterior desarrollo de las técnicas de registro in vitro, de biologia molecular, y de
microscopia han permitido abordar el estudio de las propiedades de diferentes regiones de las
neuronas de mamiferos (soma, dendritas, cono de arranque, segmento inicial, axdn y teledendron
incluyendo las terminales), aportando numerosas evidencias de la diversidad en la expresion de
conductancias, ademas de las responsables de la generacidn del potencial de accidn, asi como de
los mecanismos reguladores capaces de modificar su actividad (Llinas, 1988; Johnston y cols., 2010;
Sjostrom y cols., 2008). Sin embargo, y a pesar de estos avances, comprender el papel de las
neuronas individuales en términos de la funcidon de la red neural a la que pertenecen continua
siendo un desafio mayor en neurociencia (Migliore y Shepherd, 2005); y la determinacion de las
caracteristicas responsables de las propiedades computacionales de las neuronas y como estas se

implementan resulta fundamental para comprender como operan los circuitos.

Los criterios tradicionales que utilizan Unicamente la morfologia (Golgi, 1903 y 1929; Ramdn
y Cajal, 1899-1905) o las propiedades electrofisioldgicas intrinsecas de la membrana (Llinas, 1988)
resultan inadecuadas para categorizar a las neuronas como dispositivos funcionales. Migliore y
Shepherd (2005) utilizan el concepto de fenotipo y proponen la clasificacién de las neuronas en
“fenotipos funcionales” definidos en base a la morfologia, las especies de canales idnicos
expresados y su distribucion, y propiedades funcionales especificas como la propagacién retréograda

de potenciales de accién hacia las dendritas.
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Si bien el planteo de Migliore y Shepherd significa un importante avance en la
categorizacion de las neuronas de acuerdo a sus rasgos estructurales y funcionales especificos,

estas constituyen solo una potencialidad que se expresa como una funcion de respuesta neuronal

(la forma en que la neurona procesa las entradas sindpticas y elabora un patréon de actividad que se
trasmite a las neuronas postsinapticas, Dayan y Abbot, 2001) solo cuando la neurona estd inserta
en algun contexto circuital. Las caracteristicas de dicho circuito y la estadistica de su actividad
proveen el marco o contexto que permite expresar un rango de dichas potencialidades.
Reservamos entonces la expresion “fenotipo funcional” a la funciéon de respuesta neuronal

expresada en un contexto de actividad circuital determinado.

Reconsiderando dicha semdntica podemos resumir diciendo que la expresién “fenotipo

IM

funcional” es la potencialidad expresada en una tarea determinada, y la funcién que determina la

historia de la salida celular a partir de la historia de entrada es la funcién de respuesta neuronal.

Ambos, “fenotipo neuronal” y “funcién de respuesta neuronal” se encuentran
determinados por una combinacion de rasgos fenotipicos, a los cuales nos referiremos como

“propiedades estructurales” (Arbib y cols., 1998) expandiendo el concepto de propiedades

electrofisioldgicas intrinsecas introducido por Llinas (1988). Las propiedades estructurales
comprenden, ademas de las propiedades electrofisioldgicas intrinsecas, al menos la morfologia, las
cascadas intracelulares de sefializacidn, el tipo y la distribucidn de las entradas sindpticas, y el o los
neurotransmisores expresados por la neurona. Estos rasgos fenotipicos no son permanentes sino
que cambian a lo largo de la vida del individuo (desarrollo (Moody y Bosma, 2005), lesiones (Pazy

cols., 2010), envejecimiento (Randall y cols, 2012)).

Mientras las propiedades estructurales constituyen rasgos fenotipicos que podrian
considerarse como primarios o elementales, las propiedades que implican un nivel superior de
organizacién pueden considerarse como rasgos fenotipicos emergentes. Neuronas que comparten
un repertorio similar de propiedades estructurales pueden expresarse como fenotipos funcionales
diferentes cuando son sometidas a distinto rango de entradas, y neuronas que difieren en sus
repertorios de propiedades estructurales pueden expresarse como un mismo fenotipo funcional.
Sélo es necesario que ejecuten una misma funcidon computacional. Es posible concluir entonces que
la emergencia de un fenotipo funcional en un circuito no necesariamente indica la presencia de
determinadas propiedades estructurales y que la presencia de un alto grado de similitud en las
propiedades estructurales no es condiciéon necesaria ni suficiente para que un grupo de neuronas

sean clasificadas como pertenecientes a un mismo “fenotipo funcional”.
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Esta dualidad determina que para identificar los fenotipos funcionales de neuronas y los
rasgos que los caracterizan sea necesario analizar su insercién en un nivel de organizacidn superior,
el circuital. Este punto de vista puede ser abordado siguiendo la estrategia introducida por Marr
(1982) para el analisis de la visién®. Extrapolando esta estrategia al nivel de organizacién celular,
para comprender completamente un tipo celular seria necesario determinar cudl es la tarea que
desempeiia una neurona dada dentro del circuito al cual pertenece, determinar las reglas que
vinculan el tren de espigas en el axén con el conjunto de entradas sindpticas, y la forma en que esta
funcién se implementa a nivel de la combinacidn de las propiedades estructurales. No obstante, las
posibilidades de una célula no son infinitas, la célula estd alli comprometida desde su diferenciacion
con el desarrollo del circuito al que pertenece y a una funcién del sistema a la cual sirve y al mismo

tiempo condiciona.

Surge asi la pregunta que motiva esta tesis: éicual es la relacién entre las propiedades

estructurales de una neurona y su papel computacional dentro de un circuito? Con el fin de

resolver dicha pregunta evitando las ambigliedades discutidas en la seccién anterior, se propone
estudiar la relacidn de las propiedades estructurales y funcionales especificas en un caso particular.
Analizamos la relacion de la estructura de un tipo neuronal con su funcién de respuesta neuronal

en un contexto circuital determinado.

Podria criticarse la singularidad del estudio, pero establecer reglas generalizables y avanzar
en su validacién requiere del estudio detallado de las propiedades de un gran nimero de tipos
neuronales, ampliamente distribuida en la escala zoolégica. Dicha tarea es muy compleja debido a
la gran variedad de tipos neuronales y a la complejidad de los circuitos a los que pertenecen. No
obstante el objetivo general de este estudio, es decir, establecer la relacidon de las propiedades
estructurales y funcionales especificas con la funcidn de respuesta neuronal en al menos una clase
de neuronas, es un punto de referencia tan necesario como importante en tanto: a) demostraria la
existencia de clases de neuronas con un papel computacional determinado, y b) abriria el camino

para la definicidn de otras alin no establecidas.

La eleccidon de la neurona y su contexto

Estudiaremos nuestro problema en el sistema electrosensorial de Gymnotus omarorum (un pez
gymnotiforme emisor de pulsos eléctricos), enfocandonos en los circuitos que este presenta a nivel
de Lébulo Electrosensorial (primera estacion de relevo a nivel del sistema nervioso central), las

llamadas via electrosensorial rapida y lenta respectivamente. En las secciones siguientes se
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presentan antecedentes generales sobre esta modalidad sensorial y sobre el Lébulo

Eléctrosensorial de G. omarorum.

La electrorecepcidn

Electrorecepcién es la habilidad de sentir y comunicarse utilizando electricidad como vehiculo
sensorial. Tomando en cuenta el origen de la energia portadora que estimula los electroreceptores
situados a nivel de la piel, la electro-recepcidn se clasifica en dos tipos: pasiva y activa (Bullock y
Heiligengerg, 1986; Lissmann, 1958a, 1958b; Kalminj, 1974; Mohres, 1957). En la electro-recepcion
pasiva, las sefiales son modulaciones de un campo eléctrico generado externamente, mientras que
las sefiales para la electro-recepcion activa son campos eléctricos autogenerados por la descarga de
organos eléctricos (OE). Estos campos eléctricos autogenerados tienen una doble funcién: a)
vehiculizar imagenes autogeneradas del ambiente (por eso es llamada electro-recepcién activa) y b)
vehiculizar sefiales de comunicacién a sus co-especificos (una forma de electrorecepcién pasiva)

(Lissmann y Machin, 1958; Mohres, 1957).

Asimismo, los cambios de los campos eléctricos capaces de estimular los electroreceptores se
pueden originar de una fuente virtual o real. Las fuentes eléctricas reales son aquellas con
capacidad de transformacién de energia potencial o cinética en corriente eléctrica mientras que las
fuentes eléctricas virtuales resultan de una elaboracion tedrica. Asi como la luna iluminada por el
sol puede considerarse una fuente de luz, cuando objetos con impedancia diferentes de la del agua
son sometidos a un campo eléctrico modifican el campo como si en su lugar existiese una fuente de
energia eléctrica. Por esta razdn, el sentido eléctrico no solo es capaz de detectar sefales emitidas
por objetos electrogénicos sino que ademas detecta sefiales generadas por la conduccién, las
cargas y las sombras generadas por la presencia de objetos no electrogénicos (Migliaro y cols.,
2005; Pereira y Caputi, 2010). En virtud de esto Ultimo, las escenas sensoriales que se le presentan
a un pez no solo dependen de las propiedades y la localizacidon de los objetos, sino también de la
relacién espacial del pez con los mismos. Ya sea que la fuente provenga de una fuente externa,
como que provenga de la descarga del drgano eléctrico propio, la posicion del pez en el espacio es

un determinante principal de la escena sensorial.

Los sistemas de electro-generacidn de taxa filogenéticamente distantes (mormyriformes africanos y
gymnotiformes americanos) ha convergido durante la evolucién en las siguientes estrategias para la
generacion de la descarga del drgano eléctrico (DOE): (a) pulsos eléctricos cortos, emitidos de

forma irregular por una fuente localizada (mormiridos de pulso); (b) una descarga continua de
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forma cuasi-sinusoidal generada por multiples fuentes con un mismo componente principal de
frecuencia (mormiridos y gimndtidos de onda); (c) pulsos eléctricos cortos, emitidos de forma
relativamente regular, que resultan de la suma ponderada de multiples fuentes, cada una
contribuyendo con diferentes componentes de onda a lo largo de la DOE (gimndtidos depulso,
Caputi, 2010). Estas tres estrategias no solo difieren en los mecanismos motores de generacién de
la DOE, sino que también presentan diferencias correlativas en las estrategias sensoriales

adoptadas por cada uno de estos grupos (Caputi y cols., 2008; Bell, 1981, 1986; Bastian, 1986).

En todos los grupos antes mencionados la descarga del érgano eléctrico determina, en condiciones
basales, el establecimiento de un patrén de corriente trascutanea que es capaz de estimular a los
electro-receptores situados a nivel de la piel (Szabo, 1974; Szabo y Fessard, 1974; Zakon, 1986). La
presencia de objetos cercanos, con conductividad diferente a la del agua, determina la generacién
de un nuevo patrén de corriente transcutanea (Bullock y cols., 1961; Caputi y cols., 2004), de modo
qgue la imagen asi generada se traduce en un nuevo patrdén de activacion de los electroreceptores.
El hecho de que en la electrorecepcidén activa las imagenes proyectadas por los objetos sean
modulaciones de la imagen eléctrica basal producida en cada descarga del OE, determina que el
patrén de estimulacién electrosensorial auto-generado constituya una reaferencia a partir de la
cual se debe extraer la exaferencia debida a la presencia de objetos. En la electro-recepcion activa
los movimientos del pez también generan sefiales reaferentes. La orientacién y el arqueado del
cuerpo canalizan las corrientes. De esta forma, el cuerpo actia como un refractor que permite
iluminar eléctricamente los objetos de interés (Caputi, 2004; Engelmann y cols., 2009).

Por su parte, electrorecepcién pasiva no significa que las acciones autogeneradas no modulen las
sefiales electro-sensoriales. De hecho, dado que el cuerpo del pez es un objeto de conductividad
diferente de la del agua, el mismo es capaz de modular el campo eléctrico local. Entonces, la
orientacién activa del cuerpo en una escena canaliza el campo eléctrico “iluminandola” e
“iluminandose”, y como consecuencia el pez modifica el patrédn de estimulacién con su propia
presencia (Caputi, 2004; Migliaro y cols., 2005). Entonces, la electro-recepcion pasiva también es un

sentido reaferente.

Un caso particular de electrorecepcién pasiva es la electrocomunicacion dado que los peces
gymnotiformes utilizan el mismo grupo de receptores en forma dual, para recibir sefiales propias y
sefiales de conespecificos. Cuando dos peces se comunican, las sefiales propias y las generadas por
un co-especifico se suman en la periferia actuando ambos trenes de sefiales sobre receptores
capaces de detectar a ambos. Esto determina que que las sefiales generadas por la descarga propia
y por la del co-especifico fluyan intercaladas a nivel de los axones aferentes periféricos y deban ser

discriminadas a nivel central.
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Luego de ser traducida por los electroreceptores y codificada por parte de las fibras aferentes
primarias, la informacién electrosensorial es enviada por medio de estas ultimas al Lébulo
Electrosensorial (LE), primer sitio de relevo a nivel del sistema nervioso central. Tanto en
Gymnétidos como en Mormyridos las aferentes primarias proyectan sobre el LE de forma
somatotdpica formando mapas de la superficie electrorreceptiva de la piel y determinando la

divisién del érgano en segmentos paralelos al eje antero-porterior.

En Gymnoétidos, tres mapas se encuentran formados por la ramificacién de la mismas fibras
aferentes, mientras que el cuarto mapa recibe una aferencia electrosensorial diferente (Carr y
Maler, 1986). Dicho mapa, el mas medial, recibe aferencias somatotépicas de los receptores
ampulares y procesa informacion de sefales eléctricas de baja frecuencia provenientes del
ambiente (electrorecepcién pasiva). Cada uno de los tres segmentos restantes llamados lateral,
centrolateral, y centromedial reciben proyecciones somatotdpicas completas de las fibras aferentes
provenientes de los electroreceptores de tipo tuberoso, y codifican informacién proveniente de
descarga del drgano eléctrico (electrorecepcidén activa). El |6bulo eléctrico de Mormyridos en
cambio tiene tres mapas, y cada uno recibe aferencias originadas en un tipo diferente de receptor

(Bell y Szabo, 1986, Bell y Maler, 2005).

Desde el punto de vista histoarquitectural, en cortes coronales, cada uno de los segmentos del
l6bulo electrosensorial se divide de igual manera en varias capas con diferente aspecto vy
relativamente paralelas a la superficie ventral: ventralmente una capa de firbas profunda
conteniendo las fibras aferentes primarias; una capa neuropilica profunda donde las fibras
aferentes primarias terminan sobre células esféricas y sobre las dendritas basilares de las células
piramidales e interneuronas; una capa granular conteniendo principalmente dos clases de
interneuronas; una capa plexiforme conteniendo los axones eferentes de las células principales del
circuito; una capa conteniendo los somas de las células piramidales; el estrato fibroso, una capa
compacta de fibras mielinicas que constituyen un bucle de retroalimentacion directo al l6bulo
electrosensorial; y dorsalmente una capa molecular donde vias de retroalimentacién directas e

indirectas terminan sobre las dendritas apicales de las células piramidales (Bell y Maler, 2005).
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El I6bulo eléctrosnesorial de los Gymnotiformes de pulso

En gimnétidos, la porcion del I6bulo electrosensorial involucrada en la electrorecepcion activa es la
base estructural de dos corrientes de informacion: la via rdpida que codifica el tiempo de
ocurrencia de cada descarga del érgano eléctrico, y la via lenta que codifica las caracteristicas y las
variaciones de cada descarga causadas por la presencia de objetos. Estas dos vias procesan de
forma paralela y diferencial la misma imagen fisica que se proyecta sobre la piel en cada descarga
del OE. Los electroreceptores de tipo | producen la activacion de las fibras aferentes de tipo M,
también conocidas como marcadores de pulso, que responden con un Unico potencial de accidn
por cada descarga del OE. Estas fibras proyectan al I6bulo electrosensorial estableceiendo contacto
con las células esféricas, las cuales a su vez envian sus axdénes al nucleo magnocelular
mesencefdlico (N. Magnocellularis) a través de la decusacion del lemnisco lateral. Los
electroreceptoeres de tipo Il producen la activacién de las fibras aferentes de tipo B, también
conocidas como “burst duration coders”, que responden con un tren de potenciales de accidn por
cada descarga del d6rgano eléctrico. Estas fibras proyectan sobre el lébulo electrosensorial
estableciendo contacto con diferentes elementos correspondientes al circuito de la via
electrosensorial lenta, que a ese nivel se organiza como un circuito de tipo cerebeloso (Bell y Maler,
2005). Los axones de las células piramidales abandonan el I6bulo electrosensorial y a través del
lemnisco lateral proyectan, sobre el lado contralateral, al Torus semicircularis y el nucleo

preminencialis (Fig. 1).

Los potenciales de campo registrados en el Lobulo electrosensorial en respuesta a la
descarga de la DOE propia muestran dos componentes claros que pueden ser atribuidos a la via
rapida y a la via lenta definidas por Szabd y cols. (1973): (i) Una espiga breve ocurre a latecia corta
(1-3 ms) luego de la DOE, correspondiente a la via electrosensorial rapida (Castellé y cols., 1998;
Pereira y cols., 2005); (ii) Una onda lenta que inicia entre 2-4 ms luego de la DOE y que dura por el

resto del intervalo entre DOEs (Pereira y cols., 2005).
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d i Figura 1. Representacion esquematica del cerebro

4 de G. Omarorum mostrando los principales
]COE TER / componentes de la via electrosensorial rapida y la
(D) / : . . .
¥ type ”:" lenta. La via electrosensorial lenta comienza a nivel

de los electroreceptores tuberosos de tipo Il (TER
type 1) y la rapida a nivel de los electroreceptores
tuberosos de tipo | (TER type 1). Las fibras aferentes
primarias, cuyo soma se localiza en el ganglio de la
linea lateral anterior (ALLG), contactan por un
extremo con los electroreceptores y por el otro
proyectan al lébulo electrosensorial (ELL). A este
nivel las fibras de la via electrosensorial rapida
toman contacto con las neuronas esféricas que a su
vez proyectan al nucleo magnocellular
mesencefalico (MgN), mientras que las fibras de la
via electrosensorial lenta toman contacto con
diferentes elementos de un circuito de tipo
cerebeloso del cual las neuronas piramidales son un
componente principal. Estas ultimas proyectan al
torus semicircularis (TS) y al nucleo peminancialis
(Pd).

La via_electrosensdrial rapida se caracteriza desde el punto de vista funcional por la

transmisidn precisa del tiempo de ocurrencia de la descarga del érgano eléctrico, y la codificacion
de la intensidad del campo eléctrico local producido a nivel de la piel por cada descarga del 6rgano
eléctrico en la latencia de una espiga aferente. En las fibras aferentes tipo M la amplitud del
estimulo local es codificada utilizando la latencia relativa de una Unica espiga con respecto a las
fibras que inervan regiones vecinas. A nivel del Iébulo electrosensorial, estas fibras establecen
sinapsis de tipo mixto con las neuronas esféricas (Réthelyi y Szabo, 1973; Castelld y cols., 1998),
permitendo la transmision rdpida y precisa del impulso nervioso. De esta manera, la imagen
eléctrica es codificada en un cédigo de latencia relativa y es transmitida al I6bulo electrosensorial
donde las células esféricas reciben y transmiten el estimulo preservando de forma muy precisa las
diferencias de latencia entre diferentes regiones de la piel (Szabo, 1967; Szabo, 1974; Szabo y cols.,

1975).
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Figura 2. Via electrosensorial rapida de G. Omarorum. A) Diagrama del cerebro de G. omarorum con una
representacion esquematica de la via, extendiéndode desde los electroreceptors cutaneos de tipo | (B), a
través del Lébulo Electrosensorial (ELL, C) hasta el nucleo magnocellular mesencefdlico (MgN, D). B)
Electroreceptores tuberosos de tipo | (revelados por la técnica de impregnacidn argéntica de Cajal y De Castro)
son inervados por fibras aferentes marcadores de pulso (tipo M) que alcanzan el sistema nervioso central a
través de las ramas del nervio de la linea lateral anterior (ALLN). C) Seccidn frontal del tronco encefalico. Se
representa el contacto entre fibra aferente primaria de tipo M y una célula esférica cuyo axon abandona el ELL
a través del lemnisco lateral (LL). D) Seccidn frontal que muestra la decusacidn del LL. Los axones de las células
esféricas alcanzan la regidn rostral del mesencéfalo, atraviesan el torus semicircularis (TS) y penetran en el
MgN (seccidn frontal E). A la izquierda se muestran los registros de potenciales de campo a los sucesivos
niveles de la via rapida (ALLN; LL and MgN). Estos se caracterizan por una onda aguda que aparece luego de un
corto retardo con respecto al pico de la descarga del érgano eléctrico. Ccb: cerebelo, TeO: tectum dptico.
Caputi y Castelld en preparacion.
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Registrada extracelularmente, in vivo, la via electrosensorial rdpida se encuentra silente en
ausencia de descarga del érgano eléctrico (EOD). La estimulacion por parte de la descarga del
drgano eléctrico propio o de un co-especifico produce la aparicidon de un breve potencial de accién
compuesto que se observa todo a lo largo de la via. Esto es, en el nervio electrosensorial (es aqui un
signo de la entrada aferente a las células esféricas), el I6bulo electrosensorial, el lemnisco lateral (es
aqui un signo de la salida de las células esféricas) y el nicleo magnocelularis (Fig.2). La amplitud del
potencial de accién compuesto registrado a nivel de los axones de las células esféricas (lemnisco
lateral) se relaciona de forma lineal con la amplitud de la EOD auto-generada (Szabo y cols., 1975;
Castelld y cols., 1998; Pereira y cols., 2005). Sin embargo, la amplitud de la respuesta evocada por la
descarga auto-generada (aEOD) y generada por co-especificos (cEOD) depende fuertemente del
intervalo entre ésta ultima y la aEQOD. Este intervalo decrece progresivamente cuando la frecuencia
de la cEOD es ligeramente superior y crece progresivamente cuando es ligeramente inferior. En
asociacion con la reduccién del intervalo entre la aEOD y la cEOD se produce una reduccion de la
amplitud de la respuesta evocada por la cEOD a nivel del lemnisco lateral y del nucleo
magnocellularis, pero no se observa esta reduccion en la amplitud de la respuesta evocada a nivel
del nervio mandibular. Esto indica que la activaciéon por parte de la aEOD de las estructuras
perteneciantes a la via electrosensorial rapida localizadas en el I6bulo electrosensorial, determina
la activacion de una ventana de baja respuesta (Castelld y cols., 1998). La figura 3 muestra el
registro de campo de un animal implantado de forma crdnica en el ndcleo magnocelullaris. En este
la amplitud de la respuesta a la cDOE varia su amplitud en funcidn del intervalo entre la aDOE y la

cDOE.

Es asi que la ventana de baja respuesta previene la activacién subsiguiente de la via por

sefiales externas potencialmente interferentes (Schlegel, 1973; Castellé y cols., 1998). Este
fendmeno podria intervenir en la segregacion y diferenciacion de sefiales de electrolocacion vy
electrocomunicacién (Black Cleworth, 1969; Westby, 1975; Westby, 1979; Capurro y cols., 1998).
Sin embargo, la activacién de la ventana de baja respuesta no es exclusiva de los pulsos
autogenerados sino que también es producida por estimulos externos que ocurran tardiamente
dentro del ciclo, afectando asi la respuesta a la aDOE (Fig. 3, trazo 2). Esto significa que el filtro
sensorial impuesto por la ventana de baja respuesta no es producto de un comando central
proveniente de los centros motores responsables de la descarga del 6rgano eléctrico (descarga

corolario), sino de la propia activacién de la via, independientemente del origen de la seiial

activadora (Castelld y cols., 1998).
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Figura 3. La ventana de baja respuesta de la via electrosensorial rapida. Potenciales de campo provocados por las
DOEs auto- (artefacto trifasico en el entorno del tiempo cero en cada trazo) y co-especofico-generada, a nivel del
nucleo magnocelular mecencefalico en un pez en libre movimiento. La onda trifasica al inicio de cada trazo (1 a 5) es
el artefacto de la DOE propia, seguida por una espiga que corresponde a la respuesta provocada en la via
electrosensorial rapida. La DOE generada por un co-especifico es la onda trifasica pequefia resaltada en verde (a a g).
La respuesta de la via electrosensorial rapida provocada por la DOE generada por un co-especifico (espigas verdes), no
se observa a intervalos cortos (a y f), y su amplitud crece conforme aumenta el intervalo entre la DOE propia y la
generada por el co-especifico (espigas verdes evocadas en respuesta a e, d, c y b). Note que una disminucién similar,
pero menor, en la respuesta a la DOE auto-generada (trazo 2, espiga roja) es provocada por la activacion de la via por
parte de la DOE del co-especifico (espiga azul) cuando ésta ocurre inmediatamente antes de la DOE auto-generada
(modificada de Nogueira et al., 2006).

La via_electrosensorial lenta se caracteriza por presentar diferentes tipos de neuronas que se

encuentran formando un circuito pluri-sindptico en el tronco encefdlico, cuya caracteristica mas
importante es la presencia de varios bucles recurrentes y bucles de integracion lado a lado (Carr y
cols., 1981; Maler y cols., 1982; Sas y Maler, 1983; Bastian y Bratton, 1990; Lewis y Maler, 2002;

Diron y cols., 2003; Bastian y cols., 2004).

La actividad evocada por la DOE propia en la via lenta pone de manifiesto la compljidad de su
organizacién anatémica (Pereira y cols., 2005), pudiéndose reconocer dos componentes: (i) Una
onda lenta temprana que se inicia entre 2-4 ms luego de la DOE y que dura aproximadamente 5 ms.
(ii) Una serie de ondas lentas tardias que comienzan entre 7-10 ms luego de la DOE y que duran por
el resto del intervalo entre DOEs. Este componente tardio de la respuesta presenta mayor
variabilidad que el componente temprano, y probablemente corresponda a la actividad de las capas
mas dorsales del Iébulo electrosensorial (Maler, 1979). La variabilidad del componente tardio se
observa Unicamente ante cambios en la escena electrosensorial pero no en respuesta a estimulos

de otra naturaleza (Fig. 4F; Pereira y cols., 2005).
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El analisis a través del tiempo de la respuesta de campo a nivel del I6bulo electrosensorial, luego de
un cambio en la escena electosensorial, muestra diferencias en el comportamiento de los
diferentes componentes de dicha respuesta. La amplitud de la respuesta correspondiente a la via
electrosensorial rdpida se correlaciona de forma lineal con la energia del estimulo local y no varia
en las sucesivas DOEs. Por su parte, la respuesta de la via electrosensorial lenta, ante un cambio de
la escena sensorial modifica su forma de onda. La amplitud de esta sefial se mantiene
relativamente constante a través de los sucesivos ciclos para el componente temprano, mientras
gue para el componente tardio se observa una atenuacién (Fig. 5 A-B; Pereira y cols., 2005; Caputi y

cols., 2008).

Segln Pereira y colaboradores (2005), el componente temprano de la respuesta de la via
electrosensorial lenta (que no presenta adaptacion) corresponderia a la actividad de los elementos
mas ventrales del circuito (fibras aferentes primarias y células granulares), mientras que el
componente tardio (que presenta adaptacidn) corresponderia a la actividad de las capas mas
superficiales del lI6bulo electrosensorial, incluyendo la capa de células polimdrficas y el efecto de
aferencias recurrentes provenientes de centros superiores. El andlisis mds detallado de la respuesta
del potencial de campo ante un cambio de la imagen sensorial muestra, dentro del componente
tardio, dos componentes con diferentes tasas de adaptacion. El primer componente atenua su
respuesta en una decena de ciclos, alcanzando niveles de actividad similares a los observados en
ausencia de estimulo, mientras que el componente mds tardio atenda muy lentamente. La
diferencia en la dindmica de adaptacién observada en ambos componentes de la respuesta tardia
de la via lenta podria explicarse por la presencia de dos tipos de neuronas implicadas en diferentes
componentes del bucle recurrente: un tipo de neurona que presenta respuesta adaptativa y el otro
no. Neuronas con comportamientos similares han sido descritas por Bastian y colaboradores (2004)

en el I6bulo electrosensorial de Apteronotus Leptorinchus (pez eléctrico de onda).

Estos resultados experimentales sugieren que la respuesta adaptativa de la via electrosensorial
lenta observada luego de un cambio de la escena electrosensorial forma parte de un mecanismo de
deteccién de novedad en el que se produciria el almacenamiento de un promedio movil de las
imagenes pasadas, y una comparacidon de dicha imagen central con la imagen electrosensorial
actual proveniente de la periferia (Caputi y cols., 2003). Este tipo de mecanismo, que se encuentra
implementado de distintas formas en los pececes eléctricos de descaga débil, podria constituir un
mecanismo general capaz de proveer a los sistemas sensoriales la capacidad de dejar de responder
a elementos permanentes en la escena sensorial, confiriéndoles asi mayor sensibilidad para la

deteccion de elementos novedosos (Bell, 1981; Bell y cols., 1993; Caputi y Nogueira, 2010).
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Figura 4. La via electrosensorial lenta de G. omarorum. A) Diagrama del cerebro de G. omarorum con una
representacion esquematica de la via, extendiéndose desde los electroreceptors cutaneous de tipo Il (B), a través
del Iébulo electrosensorial (ELL, C) hasta el torus semicircularis (TS) y el nucleo preminentialis dorsalis (Pd) (E). B)
Electroreceptores tuberosos de tipo Il revelados con la técnica de impregnacién argéntica de Cajal y De Castro.
Estos son inervados por fibras primarias codificadoras de trenes (aferentes primarias de tipo B) que alcanzan el
sistema nervioso central a través de las ramas del nervio de la linea latereal anterior (ALLN). C) Seccidn transversal
del bulbo. Se representa el campo terminal de una aferente primaria de tipo B, y algunos de los principales
componentes celulares de la via electrosensorial lenta a nivel del ELL. Los axones de las neuronas de proyeccion
(neuronas piramidales basilares y no basilares) abandonan el ELL por el lemnisco lateral (LL). D) Seccién frontal
mostrando la decusacion del LL. Como se esquematiza en E, los axones de las neuronas eferentes del ELL proyectan
al ndcleo preminencialis dorsalis (Pd) y al torus semicircularis (TS). F) Los registros de los potenciales de campo
(trazo inferior) muestran la actividad de la via electrosensorial rapida y los tres componentes de la via
electrosensorial lenta: una actividad lenta temprana (ondas entre 3 y 7 ms), y actividad lenta tardia (iniciando
aproximadamente a los 7 y a los 15 ms luego del pico de la DOE, respectivamente). La variabilidad de estas ondas
tardias es incrementada significativamente por estimulos electrosensoriales (trazos negros superiores), en
comparacion con la menor variabilidad que presentan cuando se presentan estimulos no electrosensoriales (trazos
medios blancos). Ccb: cerebelo: TeO: tectum 6ptico. Caputi y Castelld en preparacion.
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A Relative Electrosensory response
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Figura 5. Registro de potenciales de campo evocados en peces cronicamente implantados a nivel del ELL, en libre
movimiento. Los diferentes componentes pueden ser identificados cuando un tubo plastico que rodea al pez se
mueve hacia adelante y atras. A) La columna de la izquierda muestra la posicidn relativa del pez y el tubo de plastico
durante la secuencia de 150 DOEs. Los limites del area sombreada corresponden al extremo cefalico y a la punta de
la cola respectivamente. La columna derecha muestra el mapa de colores del potencial de campo del ELL evocado en
cada DOE. El voltaje esta codificado en colores, la dimension horizontal corresponde al tiempo luego de cada DOE, y
la dimensidn vertical corresponde a la secuencia de DOEs. B) Muestra el valor del rms en el centro de la févea de la
DOE local auto-generada, y la respuesta de la via electrosensorial lenta a la DOE (el valor de rms fue calculado en los
tres periodos indicados con las barras de colores horizontales que se muestran en A). Note la clara adaptacién

observada en el trazo rojo y algo menor en el celeste. Modificado de Pereira y cols. (2005).
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CAPITULO Ill: CARACTERIZACION ANATOMO-FUNCIONAL DE LAS NEURONAS DE PROYECCION DEL
LOBULO ELECTRO-SENSORIAL DE GYMNOTUS OMARORUM.

Introducciéon

La via_electrosensorial rapida de G. omarorum presenta caracteristicas que lo situan dentro del
grupo de sistemas conocido con el nombre “time coding systems” (Carr y Friedman, 1999; Carr y
cols., 2001). En estos sistemas se produce la codificacion precisa del estimulo en el tiempo de
ocurrencia de potenciales de accidn. Ejemplos de este tipo de circuitos se encuentran en diferentes
sistemas ademas del electrosensorial; sistema auditivo (Carr, 1986; Carr y Friedman, 1999; Carr y
cols., 2001), y sistema somatosensorial (Prescott y De Koninck, 2002). En particular, los sistemas
auditivo y electrosensorial presentan un elevado grado de analogia, observandose en ambos la
ocurrencia de dos tipos de codificacién temporal: la codificacién del tiempo de ocurrencia de los
eventos sensoriales y la codificacién de la imagen sobre una base temporal (Carr, 1986; Carr y
Friedman, 1999; Carry cols., 2001). Los algoritmos que utilizan las “vias rapidas” de ambos sistemas
son similares y presentan las siguientes caracteristicas: a) espigas enganchadas en fase codifican el
momento de ocurrencia del estimulo, y b) la utilizacidn por parte del sistema nervioso central de la
diferencia de fase para medir diferencias en una dimensién del estimulo. Estas vias estan formadas
por pocas neuronas altamente especializadas y comparten las siguientes caracteristicas
estructurales: a) receptores capaces de responder en una fase determinada del estimulo; b) fibras
con muy alta precisidn temporal en la transmision del estimulo; y c) alta eficacia sinaptica. En las
células codificadoras de fase, la relacidon entre su estructura y la capacidad de transmitir de forma
rapida y precisa el estimulo es llamativa, contando para ello con cuerpos neuronales grandes con

pocas o ninguna dendrita, axones gruesos, y espigas de corta duracién (Carr, 1986).

En el sistema auditivo de aves las neuronas localizadas en el ndcleo magnocellularis (NM) proyectan
sus axones sobre el nidcleo laminaris ipsi y contralateral. Por su parte, cada neurona del nucleo
laminaris establece contactos sindpticos con fibras provenientes de ambos NM (Carr y Konishi,
1990), y son capaces de detectar la ocurrencia simultdnea de sefiales provenientes de ambos lados
con un nivel de precision del 6rden de micro-segundos (Moiseff y Konishi, 1981, 1983; Carr y
Konishi, 1990; Wagner y cols., 2005). La combinacién de estas células comparadoras con lineas de
retardo que compensan las diferencias en los tiempos de arribo entre el oido izquierdo y derecho,
determina que el sistema sea capaz de detectar de forma muy precisa la posicidon en el plano

horizontal de las fuentes sonoras (Sullivan y Konishi, 1986; Moiseff, 1989).
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En la via electrosensorial rapida de peces eléctricos el circuito se oganiza de forma similar al
sistema auditivo (Carr, 1986). Coincidentemente con las caracteristicas descritas para las neuronas
pertenecientes a los “time coding systems” (Soares y cols., 2002), las células esféricas del I6bulo
eléctrico de G. omarorum presentan un soma compacto con pocas dendritas cortas que establecen
uniones comunicantes (GAP) con el soma de células esféricas vecinas. Ademads reciben contactos
guimicos, axosomaticos y axodendriticos, de fibras finas de origen desconocido (Castelld y cols.,
1998). Dentro de la estructura laminar del Lébulo Electrosensorial las neuronas esféricas se
localizan formando una monocapa discontinua entre la capa granulosa y la plexiforme. Las células
esféricas proyectan sobre el ndcleo magnocelular mesencefdlico, donde se cree que tiene lugar la
deteccion de coincidencia entre eventos provenientes de diferentes regiones de la suerficie

corporal.

A pesar de que estas vias han sido descritas hace varias décadas en peces eléctricos de
descarga débil (Szabo, 1967), y sus circuitos se encuentran bien caracterizados (Carr y cols., 1986a,
b; Castelld6 y cols., 1998), no se habian caracterizado aun las propiedades electrofisioldgicas
intrinsecas de las neuronas que lo componen. Por otra parte el circuito andlogo en el sistema
auditivo se encuentra bien estudiado desde el punto de vista celular (Carr, 1986). Resulta
interesante entonces estudiar las propiedades celulares de la via rapida de G. omarorum a la luz de
los conocimiento existentes del sistema auditivo, con el fin de comparar de que manera estos dos
sistemas andlogos implementan a nivel celular las funciones computacionales requeridas para el

funcionamiento del circuito.

Por su parte, la via_electrosensorial lenta presenta a nivel del I6bulo electrosensorial, un

circuito polisindptico complejo constituido por diferentes tipos neuronales. Las fibras aferentes
primarias de tipo B, que establecen contacto con los electroreceptores de tipo Il, y que funcionan
como codificadores en trenes de pulsos, proyectan sobre tres regiones diferentes del l6bulo
electrosensorial donde el mosaico sensorial se encuentra mapeado. Estos mapas consisten en
varias capas de células y fibras, y poseen, ademas a de las aferentes primarias, cuatro entradas (dos
del 16bulo contralateral y dos del nucleo praemiencialis) y cinco salidas principales (dos al Iébulo
contralateral, dos al praeminencialis y una al torus semicircularis) que forman parte de un circuito

general similar al descrito en gimndtidos de onda (Réthelyi y Szabo, 1973a; Maler, 1979; Maler y

cols., 1982; Carr y Maler, 1986; Bell y Maler, 1986): a) las células ovoides grandes de las capas mas

profundas y células polimdrficas de las capas intermedias proveen un fuerte efecto inhibitorio

sobre el lado contralateral (Bastian y cols., 1993; Maler y Mugniani, 1994); b) las células piramidales
situadas en las capas intermedias proyectan al nucleo preminencialis, el cual a su vez proyecta

sobre el mismo Iébulo electrosensorial por dos caminos diferentes (Sas y Maler, 1993; Bastian,
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1986b, 1986¢; Bastian y Braton 1990), uno directo y el otro indirecto a través de la eminencia
granularis posterior, donde se produce la integracion con otras sefiales sensorio-motoras (Bastian
J., 1986b, 1986¢); y c) células piramidales dorsales integran esas sefiales en diferentes regiones de
su arbol dendritico incidiendo directamente o a través de interneuronas locales, y proyectan tanto
sobre el nucleo preminencialis como sobre el torus semicircularis (Réthelyi y Szabo, 1973a; Maler,

1979; Malery cols., 1981).

A nivel del Lébulo Electrosensorial existen dos categorias principales de neuronas piramidales de
proyeccidn asociadas a las fibras aferentes de tipo B, las neuronas piramidales basilares y las no-
basilares. Las neuronas piramidales basilares tienen dendritas que alcanzan la capa neuropilica
profunda, donde toman contacto con las aferentes de tipo B (Maler, 1979). Estas células son
excitadas al producirse un aumento de la amplitude de la descarga del 6rgano eléctrico (E cells;
Saunders y Bastian, 1984). Las neuronas piramidales no-basilares carecen de dendrita basal y son
inhibidas por las fibras aferentes de tipo B a través de interneuronas. Estas células son inhibidas al
producirse un incremento en la amplitud de la descarga del 6rgano eléctrico (I cells; Saunders y
Bastian, 1984). Tanto las neuronas basilares como las no basilares presentan dendritas que se
extienden por la capa molecular.

Tres clases de interneuronas son contactadas por las fibras aferentes de tipo B: las células ovoides y
las interneuonas granulares de tipo 1 y 2. Las células ovoides que son gabaérgicas establecen
contactos sindpticos de tipo mixto con las fibras de tipo B y no reciben influencia de bucles de
retroalimentacion. Estas células proyectan sus axones extensamente sobre los |dbulos
electrosensoriales homo y contra-laterales terminando sobre los troncos dendriticos basales de las
piramidales basilares (Bastian y cols., 1993; Maler y Mugnaini, 1994). Las neuronas granulares de
tipo 1y 2 establecen sinapsis con las aferentes primarias de tipo B sobre sus dendritas basilares. Las
neuronas granulares de tipo 2 tambien tienen dendritas apicales que reciben informacion
proveniente de los bucles de retroalimentacién a nivel de la capa molecular (Maler, 1979). Ambos
tipos de neuronas granulares proyectan sobre las neuronas piramidales estableciendo contactos de
tipo inhibitorio (Maler y cols., 1981: Maler y Mugnaini, 1994). Se ha propuesto que las neuronas
granulares de tipo 1 podrian ser responsables de un mecanismo de inhibicién centro-periferia de

las neuronas piramidales (Berman y Maler, 1999; Bastian y cols., 2002).
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Resultados

En funcién de la relativa facilidad para ser registradas (principalmente por el tamafio de su soma y
su facil identificacion dentro del patrén de organizacién laminar del I6bulo electrosensorial), y de su
relevancia dentro de sus respectivos circuitos ya que son las neuronas principales o de proyeccién,
este trabajo se centro en el estudio de las neuronas piramidales y esféricas. Con el fin de
caracterizar las propiedades estructurales de estos tipos neuronales estudiamos la respuesta a
estimulos eléctricos intracelulares (mediante la técnica de “whole cell patch”) y la morfologia
mediante el llenado de las mismas con biocitina. En los casos en que fue posible también se estudid

la respuesta a la estimulacidn sinaptica.

El patron de organizacidon laminar caracteristico del |6bulo electrosensorial puede ser reconocido
con relativa facilidad en rodajas transversales de 200 micras de espesor mantenidas vivas en una
camara perfundida con solucidon de tipo Ringer, visualizadas directa y electrénicamente en un
microscopio con dptica Nomarski e iluminacidn infrarroja. Por esta razén la identificacién primaria
de las neuronas a ser registradas se realizé de cuerdo a su localizacién dentro de las capas del
I6bulo electrosensorial. La identificacidn final de la localizacién y la morfologia de los diferentes
tipos de neuronas registradas, se realizé mediante el llenado de las mismas con biocitina (contenida
en la solucion de registro intracelular). Luego de finalizado el registro las rodajas de tejido fueron
fijadas en paraformaldehido (4% en buffer fosfato Ph-7.4) y la presencia de biocitina revelada con la

técnica de avidina-peroxidasa.

La correlacién entre la respuesta de las neuronas del I6bulo electrosensorial a diferentes
protocolos de estimulaciéon eléctrica intracelular, y su marcado intracelular con biocitina,
permitieron identificar claramente tres tipos de neuronas principales: las células piramidales
basilares y las no basilares de la via electrosensorial lenta, y las células esféricas de la via

electrosensorial rapida.
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Neuronas piramidales basilares: Se localizan en la capa polimdrfica donde se destacan de sus
vecinas por presentar un cuerpo celular de mayor tamano. Este es de forma redondeada y se
encuentra rodeado de dendritas cortas y finas. A partir del polo dorsal nace un arbol dendritico
apical que en general tiene una sola rama originada a partir del soma. Dicha rama se ramifica
abundantemente expandiéndose en la capa molecular cerca de 500 micras; en el polo ventral, y en
direcciéon a la capa neuropilica profunda nace una dendrita basilar de la cual emergen
ramificaciones cortas que contactan con las fibras aferentes primarias (Fig. 6A).

Las propiedades electrofisioldgicas intrinsecas de estas neuronas se estudiaron mediante la
aplicacion de pulsos intracelulares cuadrados de corriente de diferente polaridad e intensidad
variable, asi como pulsos cuadrados de corriente depolarizante de igual duracién y apareados a
diferentes intervalos. Las propiedades de las diferentes entradas sindpticas que recibe este tipo
neuronal se exploraron mediante experimentos de estimulacidon sinaptica utilizando como
electrodo una pipeta conteniendo solicion extracelular en contacto con un alambre conectado a
una unidad aisladora de estimulo. En este caso pulsos cuadrados de corta duracidn a diferentes

intervalos de frecuencia e intensidades fueron generados mediante un estimulador.

En total se registraron 9 neuronas piramidales basilares. En ninguno de los casos se observo la
descarga de potenciales de accidén en ausencia de estimulacion. La aplicacidn intracelular de pulsos
cuadrados de corriente muestra, a intensidades subumbrales, una respuesta simétrica para pulsos
de una misma intensidad y polaridades opuestas, mientras que a intensidades inmediatamente por
encima del umbral la célula comienza a descargar de forma repetitiva aunque con un importante
retardo con respecto al inicio del estimulo. Este retardo en el tiempo de inicio de la descarga es
similar al observado en células que expresan una corriente de potasio transitoria y de bajo umbral
(Storm, 1990; Johnston y Wu, 1995; Reyes, 2001), y se acorta en la medida que aumenta la
intensidad de estimulacion (Fig. 6B). A intensidades de corriente moderadas las espigas que se
observan son de corta duracién, con un valor maximo de voltaje que ronda en los 20 mV, y con una
porst-hiperpolarizacién corta que en ocasiones es seguida por una pequena oscilacion del potencial
de membrana (Fig 6B-C). A intensidades mayores se produce un aumento de la frecuencia de
descarga y se observa la aparicién de un nuevo tipo de espiga, de mayor duracidén, con un pico de
voltaje que ronda en los OmV, y con una hiperpolarizacion post espiga de gran amplitud y duracion
(Fig. 6C). Este hallazgo coincide con los resultados encontrados en el I6bulo electrosensorial de
peces eléctricos de onda. En estos se ha identificado que este segundo tipo de espiga es
consecuencia de la invasion del soma por parte de una espiga generada a nivel del arbol dendritico

apical (Turner y cols., 1994; Lemon y Turner, 2000). El analisis del nimero de espigas descargadas
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por un pulso de 500 ms en funcién de la intensidad del pulso intracelular, tomando en cuenta solo

las espigas de mayor amplitud, muestra una relacién sigmoidal (Fig. 6D).

Por otra parte, la aplicacién de pulsos apareados a distintos intervalos muestra una ventana de
facilitacion de la respuesta al segundo pulso cuando se utilizan pulsos condicionantes subumbrales
de 10 ms de duracién. Dicha facilitacién se mantiene hasta 10 ms después de cesado el estimulo
condicionante y en ausencia de respuesta electroténica discriminable visualmente. Este efecto al
igual que el retardo en el inicio de la descarga antes mencionado podria explicarse por la activacion
transitoria y posterior inactivacién de una corriente de potasio de tipo I, (Storm, 1990; Johnston y
Wu, 1995; Reyes, 2001). Este tipo de conductancia de potasio se activa rdapidamente cerca del
potencial de reposo con una constante de tiempo cercana a 1 ms (Hoffman y cols., 1997; Bekkers,
2000; Johnston y cols., 2000; Korngreen y Sakmann, 2000) mientras que su constante de tiempo de
inactivacion es corta para valores de voltaje superiores a 20 mV ( en el entorno de los 5-8 ms) pero
es sustancialmente mas larga (mayor a los 50 ms) a valores de voltaje cercanos al potencial de

reposo (Korngreen y Sakmann, 2000).

En todas las neuronas registradas se intentd caracterizar la respuesta sindptica evocada utilizando
un electrodo de estimulacidon localizado en diferentes regiones del |6bulo electrosensorial.
Inicialmente el electrodo se localizé en regiones alejanas a la neurona y se fue aproximando en
busca de respuestas evocadas por estimulos de duracion e intensidad variables. En la mayoria de
los casos solo localizando el electrodo en las regiones inmediatamente vecinas a la neurona se
logré obtener una repuesta evocada. La corta latencia de estas respuestas sugiere que son
producto de la estimulacidn directa de la neurona y no de la actividacién sinaptica. En 3 neuronas
se observé actividad sindptica espontdnea caracterizada por muy frecuentes EPSP de corta
duracién y baja amplitud, que en dos de estos casos pudieron ser evocados por estimulos
extracelulares aplicados tanto a nivel de la capa molecular como de la neuropilica profunda. En
ocasiones esta respuesta sinaptica evocada consistiéd en dobletes. Ademas, en otras 2 células se
observo la aparicién espontanea y bastante regular de IPSPs de baja frecuencia (0.1 - 0.2 Hz) larga

duracidn y de gran amplitud que fueron reclutados por el estimulo de la capa molecular.

La relativa dificultad para obtener respuestas sinapticas reproducibles se debid probablemente a la
utilizacidn cortes coronales de cerebro, ya que el I6bulo electrosensorial transcurre a ambos lados
de la linea media de forma oblicual respecto al eje antero posterior. En este plano de corte la
mayoria de las fibras aferentes son cortadas de forma que solo se conserva un pequefio cabo
proximo a la neurona. Intentando solucionar este problema se realizaron cortes del cerebro en

otras orientaciones que permitieran una mejor conservavién de las fibras aferentes, pero como
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resultado se obtuvieron piezas de tejido fragiles y dificiles de manilular, o muy pequefias; mientras

gue en otros casos no fue posible observar el patron de organizacién laminar caracteristico del

|6bulo electrosensorial.
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Figura 6: Neurona piramidal basilar. A) Microfografia de una neurona piramidal basilar marcada
intracelularmente con biocitina. Su soma se localiza en la capa de células polimérficas y la mayoria presenta
entre uno y tres troncos dendriticos que brotan del soma dorsalmente ramificindose en varias dendritas
orientadas paralelamente que atraviesan toda la capa molecular. En la region perisomatica se observan
algunas dendritas finas y cortas, y de la porcién ventral del soma nace una Unica dendrita basilar que
atraviesa la capa plexiforme y la granular y se ramifica en la capa neuropilica profunda donde contacta con las
aferentes primarias. Estas células se encuentran generalmente silentes en reposo y descargan de forma
repetitiva cuando son depolarizadas (B y C). El nimero de espigas provocadas por un pulso de corriente tiene
una relacién sigmoidal con la intensidad de la misma (D). El patron de intervalo inter-espiga también depende
de la intensidad. La respuesta a estimulos de baja intensidad muestra un retardo en la aparicion de las
espigas (trazos grises en B) que son seguidas de un patrén de hiperpolarizacién-depolarizaciéon (B y C).
Estimulos de alta intensidad producen una respuesta rapida que adapta y en la cual se pueden identificar
dobletes (C). En estos dobletes se observa una depolarizacion luego de la primera espiga que da origen a la
segunda espiga, de menor amplitud, que es seguida a su vez de una gran hiperpolarizacion.
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Neuronas piramidales no-basilares: Estas neuronas se localizan en la capa de células polimérficas,
y al igual que las piramidales basilares fueron identificadas de forma primaria por presentar un
tamafio mayor que el de sus vecinas. Desde el punto de vista morfolégico se diferencian de las
piramidales basilares por la ausencia de una dendrita basilar; las dendritas que rodean el soma son
mads cortas y menos numerosas; el tronco dendritico apical presenta ramas mas gruesas y
aparentemente con menor densidad de espinas dendriticas (Fig. 7A). Registradas de forma
intracelular presentaron descarga espontdnea repetitiva, interrumpida con cierta regularidad por
hiperpolarizaciones prolongadas similares a las descriptas para las neuronas basilares (Fig 7D). En
estas células se observa un Unico tipo de potencial de accién que surge a partir de una pendiente
de despolarizacion lenta, y no se se identifica un potencial de hiperpolarizacién post-espiga. De
hecho cada espiga es sucedida inmediatamente de un nuevo potencial depolarizante lento. La
frecuencia basal de descarga esponanea puede ser modulada por la aplicacién de pulsos cuadrados
de corriente de larga duracion (0,5 s; Fig. 7B); esta modulacion de la frecuencia presenta una
discreta adaptacion temporal. Mientras que los pulsos de corriente hiperpolarizante producen la
disminucién de la frecuencia de descarga y el silenciamiento de la célula a intensidades mayores,
los pulsos depolarizante producen un aumento del nimero de espigas de forma proporcional a la
intensida de la corriente inyectada (Fig. 7C). La linealidad de la relacion entre la frecuencia de
descarga y intensidad de estimulacién intracelular sugiere que este tipo de neurona piramidal

podria codificar de forma lineal diferencias en la intensidad de la imagen electrosensorial.

Los intentos de caracterizar las propiedades de los contactos sindpticos que recibe esta neurona
fallaron, seguramente debido a las misas razones expuestas para las neuronas piramidales
basilares. Sin embargo, el IPSP prolongado fue ocasionalmente reclutado por el estimulo de la capa

molecular.
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Figura 7. Neurona piramidal no basilar. A) El soma de este tipo celular
se localiza en la capa de células polimérficas, presenta unas pocas
dendritas perisomaticas finas y cortas, y dendritas apicales largas que
se ramifican en la capa molecular. Note la ausencia caracteristica de
dendrita basilar. En rodajas de cerebro, in vitro, muestran descarga
espontanea cuya frecuencia se modula linealmente por la aplicacién
de pulsos de corriente de diferentes intensidades (B y C).
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Neuronas esféricas: Estas células fueron identificadas por su forma y su localizacién entre la capa
neuropilica profunda y la capa granular. Registradas en reposo, estas células nunca (55 celulas)
mostraron actividad esponténea, siendo su potencial de reposo medio de -70.5 mV (entre -61.2 y -
74.2 mV) y con bajo nivel de ruido (coeficiente de variacién entre 7x10* y 9x107°). Se hizo la
correlacién andtomo-funcional en 6 células, 3 de las cuales presentaron marca completa (soma y
axoén). La morfologia y la localizacidn observadas mediante el marcaje intracelular coinciden con los
experimentos de marcaje retrégrado realizados por Castell et al. 1988, donde se observa que se
trata de células pausidendriticas con un axén muy grueso conectado con el soma a través de un
segmento inicial estrecho. El axdén se dirige inicialmente en direccidn dorsal, por una corta
distancia, y luego transcurre horizontalmente en sentido medial por la capa plexiforme interna
hasta alcanzar el lemnisco lateral.

La aplicacidn de pulsos de corriente constante que producen una depolarizacién de la membrana
mayor a un valor medio de -40 mV (entre -48 y -34.3 mV, N=55) provocd la descarga de un unico
potencial de accidon, independientemente de la intensidad y la duracion del estimulo (Fig. 8B). Esta
espiga se caracteriza por una fase ascendente rdpida seguida por una fase de descenso mas lenta,
luego de la cual se observa una hiperpolarizacién post-espiga. Esta ultima es eliminada y revertida
si el potencial de membrana es llevado a un valor de voltaje por debajo de los -80 mV (valor medio,
N=4) mediante la inyeccién de corriente (ver mas adelante). La latencia de la espiga decrece
siguiendo una funcién hiperbdlica de intensidad del estimulo (Fig. 8B—D, N=24). En 4 de éstas
células, la espiga se origind durante la fase descendente luego del mdximo de voltaje subumbral
(Fig. 8C, trazos negro y rojo), sugiriendo que la espiga se genera en un lugar eléctricamente

distante, probablemente el primer nodo de Ranvier en el axdn.
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Figura 8. Neurona esférica. A,B) Neurona esférica marcada con biocitina que
caracteristicamente descarga un Unico potencial de acciéon cuando es estimulada
con pulsos de corriente de larga duracién. (A) Las neuronas esféricas presentan un
soma esférico liso de aproximadamente 15 uM de didmetro del cual solo unas
pocas dendritas finas puden emerger (este no es el caso), y de donde nace un
axoén grueso con un segmento inicial fino. (B) Trazos de la misma célula se
presentan a diferente magnificacién para mostrar la forma de las espigas (trazo
negro y rojo) y la ausencia de descarga repetitiva cuando se aplican estimulos de
larga duracion (inserto). C) Algunas células (trazo rojo y negro) descargan la espiga
el la fase descendente de la giba provocada por el pulso de estimulacion (estimulo
en nA: violeta 0.95; azul 0.75, verde 0.60, negro 0.50, rojo 0.40). (D) La latencia de
la espiga es una funcién hiperbdlica de la intensidad del estimulo (datos de otra
célula).
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Discusion

Neuronas Piramidales: Los resultados obtenidos en el estudio primario de la via
electrosensorial lenta permitieron establecer la correlacion anatomo-funcional de dos tipos de
neuronas principales correspondientes a las neuronas piramidales basilares y no basilares descritas
en el l6bulo electrosensorial de A. leptorhynchus (Bastian, 1986). Sin ebargo, a diferencia de lo
encontrado en esta especie los dos tipos de neuronas piramidales de G. omarorum presentaron
propiedades funcionales diferentes entre si. Los registros intracelulares de las neuronas piramidales
basilares de G. omarorum son similares a los reportados para ambos tipos de neuronas piramidales
(basilares y no basilares) de A. leptorhynchus (Maler, 1979). Un rasgo distintivo que comparten las
piramidales basilares es la capacidad de descargar dos tipos de potenciales de accion. En A.
leptorhynchus el potencial de accién de mayor amplitud, menor duracién, y con una post-
hiperpolarizacion menos pronunciada, se identific6 como originario de la regién somatica
(probablemente del segmento inicial del axén); mientras que el potencial de accion mas pequefio,
ancho, y con post-hiperpolarizacién mas pronunciada ha sido identificado como originario del arbol
dendritico apical (Turner y cols., 1994; Lemon y Turner, 2000). En esta misma especie se ha
demostrado que ambos tipos de potenciales de accién son capaces de establecer un régimen de
descarga oscilatoria, entre el soma y el arbol dendritico apical, que permite aumentar la ganancia
de la respuesta de la neurona (Mehaffey y cols., 2005). Se ha mostrado que este aumento de la
ganancia pude ser modulado diferencialmente por la activacién de canales ionotrépicos activados
por acido gama-amino-butirico presentes en el soma, o en la regién proximal del arbol dendritico
apical. La activacion de la inhibicion a nivel somatico produce un efecto sustractivo sobre la relacién
entre la intensidad del estimulo intracelular y la frecuencia de descarga. Por su parte, la activacién
de la inhibicion a nivel de la region proximal del tronco dendritico apical tiene un efecto
multiplicativo sobre la ganancia de la respuesta neuronal (Mehaffey y cols., 2005). Este mecanismo
de control de ganancia descrito para A. Leptorinchus podria ser la base de la respuesta adaptativa
observada en la respuesta de la via electrosensorial lenta luego de un cambio en la escena sensorial

(Pereiray cols., 2005).

Los registros de las neuronas piramidales no-basilares de G. omarorum mostraron diferencias con
los de A. leptorhynchus. En primer lugar, estas neuronas presentan actividad espontanea
interrumpida por periodos prolongados de hiperpolarizacion; y en segundo lugar, presentan un
Unico tipo de potencial de accion. Dada la relacion lineal entre la intensidad de estimulacion
intracelular y la frecuencia de descarga de potenciales de accién es posible que la capacidad de
respuesta de las neuronas piramidales no basilares se relacione con la porcién no adaptativa del

potencial de campo observado ante un cambio en la escena electrosensorial (Pereira y cols., 2005).
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Las diferencias de las propiedades funcionales de las neuronas piramidales, observadas entre
ambas especies, podrian estar relacionadas con diferencias en el procesamiento de la informacién
electrosensorial. El abordaje de este problema requiere del registro in vivo de estas neuronas, asi

como de un andlisis profundo del circuito local en el que se encuentran insertas.

Neuronas esféricas: El perfil de respuesta presentado por las neuronas esféricas ante la
aplicacion de pulsos intracelulares de corriente se caracteriza por la presencia de una doble
rectificacion del voltaje, tanto cuando este es llevado a valores depolarizantes como
hiperpolarizantes. Cuando la intensidad de estimulacién alcanza el nivel de disparo se produce la
descarga de un unico potencial de accidn, independientemente de la intensidad y duracién del
estimulo, cuya latencia disminuye conforme aumenta la intensidad de estimulacién. Tanto la
respuesta subumbral como el perfil de disparo de las neuronas esféricas presentan un elevado
grado de similitud con lo observado en células equivalentes del sistema auditivo de aves y
mamiferos (Golding y cols., 1999). En el sistema auditivo, registros intracelulares en modo de
fijacion de voltaje y en presencia de bloqueantes farmacolégicos especificos han identificado a la
corriente de potasio de bajo umbral y la corriente catidnica mixta activada por hiperpolarizacidn

como los factores determinantes de la respuesta de tipo “one-spike-neuron” (Soares y cols., 2002).

El grupo de neuronas que presenta un perfil de respuesta de tipo “one-spike-neuron” se caracteriza
por presentar un soma relativamente redondeado con escasas dentritas cortas o sin dendritas
(Soares y cols., 2002). Desde el punto de vista funcional estas neuronas presentan la capacidad de
responder de forma rdpida y en relacién de fase precisa con el estimulo. Estas propiedades se
deben a la expresidn de un par de corrientes resonantes cuyos rangos de activacién se encuentran
cercanos al potencial de reposo de membrana. Como veremos en el andlisis detallado realizado en
el capitulo IV las neuronas esféricas de G. omarorum son entonces un ejemplo perteneciente a este
fenotipo neuronal, y un ejemplo en el cual la respuesta global de la via se encuentra claramente
relacionada con la respuesta individual de las neuronas que la componen y sus propiedades

estructurales.
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CAPITULO IV: PROPIEDADES ELECTROFISIOLOGICAS INTRINSECAS SUBYACENTES AL FENOTIPO
“ONE-SPIKE-NEURON” EN LAS NEURONAS ESFERICAS.

Introducciéon

Debido a la simplicidad relativa del circuito subyacente a la via electrosensorial rdpida y de
las propiedades estructurales de las neuronas esféricas (en comparacion con la via electrosensorial
lenta), este sistema presenta mejores condiciones para profundizar en el estudio de la relacién
entre las propiedades neuronales y las circuitales. El presente trabajo se centrara entonces en el
analisis detallado de las propiedades estructurales de las células esféricas y de su relacién con las

propiedades funcionales del circuito.

Resultados

Anadlisis de la respuesta subumbral: Como primer paso en el estudio de las bases idnicas
del perfil funcional de las células esféricas analizamos el voltaje de membrana en respuesta a pulsos
de corriente subumbral. La figura 9 muestra la respuesta subumbral de voltaje a la aplicacion de
pulsos intracelulares de corriente de diferente amplitud e intensidad. Como lo muestra el curso
temporal del cambio de voltaje durante pulsos de corriente de larga duracién (hasta 500 ms de
duracidn; Figs. 9 y 10), cantidades iguales de corriente depolarizante subumbral y de corriente
hiperpolarizante tuvieron efectos asimétricos sobre el potencial de membrana. Los pulsos de
corriente que produjeron depolarizaciones del potencial de membrana de -65 mV o mas (media,
N=24) provocaron la aparicién de una joroba graduada, con un valor maximo entre 1.9 y 2.6 ms
siguientes al inicio del pulso. Luego de esta joroba el potencial de membrana permanecié fijado a
un valor dependiente de la amplitud del pulso de corriente aplicado (Fig. 9A-B). Por otra parte, el
cambio de potencial producido por la aplicacidn de pulsos de corriente negativos sigue un curso no
exponencial, evidenciado por la separacién de la recta de la pendiente del grafico semilogaritmico
de la derivada del voltaje en el tiempo, en funcién del tiempo (Fig. 9C). De forma consistente, esta
desviacion de la pendiente se produjo en direccidon ascendente, indicando un aumento progresivo
en la impedancia de membrana con la hiperpolarizaciéon entre 2 y 10 ms después del comienzo del
pulso hiperpolarizante. Fundamentamos dicha afirmacion en el siguiente razonamiento y basados
en el circuito equivalente eléctrico de la membrana de una célula esférica como la que se describe

en la figura 8.
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Cuando se aplica un escaldn de corriente constante a partir de cero, la diferencia entre el
potencial transmembrana actual (V(t)) y el potencial transmembrana en ausencia de estimulacion
(Vo) es una funcion de la amplitud del escaldn de corriente (1), del tiempo, y de la impedancia de la
membrana. Si la Capacidad (C) y la resistencia (R) equivalentes de la membrana son constantes y
despreciamos la impedancia en serie del electrodo, la diferencia de potencial antedicha (AV = V(t)-
V) seraigual a:

AV=R.I.(1-e)
Donde la constante de tiempo es igual al producto R.C y t, representa el tiempo de instalacién del

~(t-to)/

estimulo. Por lo tanto, si Ry C son constantes para todo t >to existe K(t) = (1-e ).R tal que:
AV= 1. K(t)
Suponiendo que dichos parametros C (t) y R (t) son constantes en el tiempo la derivada de K(t) sera:
K’ (t) = (R/7).e ™ o K’ (t) = (1/C).e ™)
Y conscuentemente la derivada del voltaje V' para un escaldn de corriente de amplitud constante |
sera:
V= (I/C).e o
si tomamos logaritmos a cada lado de la expresion:
log (V') = log (I/C) — (t-t0)/z
Dado que esta relaciéon no se cumple para t-to > 2 ms podemos concluir que el supuesto (Ry C
constantes) no es verdadero mas alla de dicho tiempo. Dado que la variable mas probable de ser
afectada por el estimulo es la resistencia, la hipdtesis mas plausible es que el cambio de voltaje
modifica la conductancia de la membrana de tal forma que mas alla de los 2 ms este cambio es
claramente evidente.
Sin embargo, el hecho de que para todo | se cumpla la relacion
log (V'/1) = -(log (C) + (t-t0)/7)
y que para todo t tal que 2 ms >t >t, se cumpla la relacién
AV=I.K
sugiere que podemos estimar la resistencia y la capacidad de membrana en resposo a partir de la
ordenada en el origen (-log(C)) y la pendiente (1/RC) de una serie de curvas obtenidas con
escalones de corriente de distinta amplitud. Aplicaremos esta idea seguidamente para entender el
efecto de los pulsos depolarizantes y mas adelante para evaluar el cambio en la resistencia de

membrana al utilizar series de pulsos pareados.

El analisis de los cambios de voltaje en funcidn de la corriente (gréaficos V/I) a diferentes tiempos
desde el inicio de los pulsos de corriente, nos permite dilucidar los mecanismos subyacentes a la

joroba de potencial observada al depolarizar la membrana. El cambio del potencial de membrana
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con respecto de su potencial de reposo, y la amplitud del pulso de corriente, fueron proporcionales
hasta los 2,4 ms, donde se localiza el maximo de la giba (Fig. 9B, trazo rojo, 9D, simbolos rojos).
Para cualquier valor de tiempo menor que 2.4 ms luego del inicio del estimulo, la variacion del
potencial de membrana fue proporcional a la amplitud del pulso de corriente, indicando que esta
fase de cambio de potencial es consecuencia, principalmente, de la depolarizacién pasiva de la

membrana producida por la inyeccién de corriente.

En la fase estable que sigue a la giba, los graficos V/I ajustan a una curva convexa con dos
pendientes asintéticas diferentes para corrientes depolarizantes e hiperpolarizanes. Los simbolos
azules en la figura 9D ejemplifican esta relacidon a 10.4 ms luego del inicio del pulso de corriente
(Fig. 9B, linea azul, 9D, circulos azules). Mientras que la pendiente asintdtica para valores de
corriente hiperpolarizantes aumenta hasta alcanzar un maximo (Fig. 9D, linea sdlida), la pendiente
asintdtica para valores de corriente depolarizantes (Fig. 9D, linea punteada) permanecid constante
hasta el final del pulso (Fig. 9D, simbolos azules y verdes). La pendiente depolarizante fue de 6 a 12
veces menor que la pendiente maxima para valores de corriente hiperpolarizante. Esta desviacién
asimétrica de la proporcionalidad en la fase estable de la respuesta indica que depolarizaciones
superiores a —65 mV desencadenan grandes cambios persistentes en la conductancia equivalente
de membrana sin cambios mayores en la fuerza electromotriz equivalente. Esto sugiere ademas
que el incremento de una corriente de salida de bajo umbral es la principal causa de la giba y la
fijacién de voltaje a posterior. Por otra parte, el incremento de la resistencia de membrana tardio,
causado por la hiperpolarizacién, y con una latencia similar al efecto depolarizante (Fig 9 C), sugiere

que esta conductancia se encuentra parcialmente abierta en reposo.
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Figura 9. Tipica respuesta subumbral temprana en una célula esférica. A) Estimulos depolarizantes e
hiperpolarizantes provocaron respuestas muy asimétricas. Note la caracteritica joroba y estabilizacion del potencial
de membrana producido en respuesta a pulsos depolarizantes y la curva depolarizante que se establece a parir de los
63 ms del inicio de los pulsos hiperpolarizantes (flechas negras en A). B) Ampliacidn de los primeros 11 ms de las
respuestas donde se observa claramente la joroba de voltaje alcanzando su valor maximo a los 2.4 ms luego de
iniciado el pulso (los pulsos de corriente estan igualmente espaciados por 25 pA). Hasta este pico maximo de voltaje
(linea roja en B) existe una relacion lineal entre el el potencial de membrana y la corriente inyectada (simbolos rojos
en D). A partir de este momento la respuesta es asimétrica. Para pulsos depolarizantes se produce una reduccién de
la caida de voltaje causada por el flujo de la corriente inyectada a través de la membrana, y por lo tanto un
incremento en la conductancia de la membrana. Como se evidencia por la coincidencia de sus pendientes asintdticas
depolarizantes (linea discontinua en D) de los graficos V/I construidos a los 10.4 (linea azul en D) y a los 63 ms (linea
verde en A), no existen cambios en la pendiente del grafico V/I durante la fase de estabilizaciéon que sucede a la
joroba, indicando que durante este periodo no existe inactivacion de la conductancia. Al analizar mas detalladamente
la respuesta a pulsos hiperpolarizantes, mediante el grafico semilogaritmico (C) de la derivada del voltaje en function
del tiempo del trazo de voltaje inferior de B, observamos que existe una relacion exponencial simple (linea roja)

hasta los 2.4 ms (flecha en B y C). A partir de ese tiempo existe una desviacién ascendente de una curva exponencial
simple indicando una reduccidn de la conductancia de mambrana.
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Otro rasgo importante de la respuesta de voltaje evocada por la aplicacion de pulsos de
corriente constantes hiperpolarizantes fue la rectificacién del voltaje hacia valores mas positivos,
provocando en la mayoria de las células estudiadas una “joroba inversa” que presenta un minimo
entre 20 y 70 ms luego del inicio de los pulsos (Figs 9A y 10A, flechas negras). La pendiente
asintdtica hiperpolarizante fue maxima en el minimo de voltaje, justo antes del inicio de la
pendiente de repolarizacién (media: 210 mV/pA; Figs 9D, 10D, simbolos verdes). Consistentemente
con el inicio de la rectificacién de entrada, la pendiente asintética hiperpolarizante justo antes del
comienzo (Fig. 10A, linea roja, 10D, simbolos rojos) decae hasta un valor intermedio entre la
pendiente asintética maxima depolarizante (Fig. 10D, linea punteada) e hiperpolarizante (Fig. 10D,

linea continua).

Estos cambios duraderos en la conductancia de membrana causados por el alejamiento del
potencial de membrana de su valor de reposo también se hacen evidentes comparando el potencial
de reposo luego de la finalizacidn de pulsos de corriente de 50 y 200 ms (Fig. 10A-B). Las curvas de
retorno luego de la hiperpolarizacién decaen mucho mds lentamente que las producidas luego de
depolarizar la membrana. Ademas, cuando el pulso termina en el punto de mayor hiperpolarizacion
(Fig.-10B), el tiempo de decaimiento (medido como el tiempo en el que el voltaje alcanza el valor
medio entre el valor de partida y el de reposo) fue mas del doble del valor obtenido para pulsos
mas duraderos donde la pendiente depolarizante alcanza un valor estable (Fig.-10A). Mientras que
pulsos hiperpolarizantes de 50 ms de duracion fueron seguidos por una relajacidon lenta del
potencial de membrana, pulsos mas prolongados, que produjeron la activacion de la rectificacion
de entrada, fueron seguidos en la mitad de las células por “potenciales rebote’” cuyo maximo valor
de voltaje se situa 20—25 ms luego de finalizado el pulso (Figs 9A asterisco, 10C). Esto sugiere que la
rectificacion de entrada es debida a una conductancia catidnica mixta de tipo |h, y el rebote es

consecuencia de su activacidon remanente luego de la finalizacién del pulso.
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Figura 10. Respuesta tardia a pulsos subumbrales. Respuesta (otra célula) a pulsos de corriente de 200 (A) y 50 (B) ms.
Los pulsos de corriente varian su intensidad en escalones de 33 pA. Para valores depolarizantes de corriente, los pulsos
de larga duracidn provocan una rectificacion de salida evidenciada por la reduccion del espaciamiento entre los trazos de
voltaje luego de la giba (A y B) y también por la comparacion de la V/I obtenida a los 54 ms (linea verde en A) y a los 195
ms (linea roja en A) que corresponden a los simbolos rojos y verdes que ajustan a la linea punteada en (D). Para los pulsos
hiperpolarizantes, aproximadamente a los 54 ms de iniciados (linea verde en A) se observa una rectificacion de entrada
con una curva depolarizante (flechas en A), sugiriendo un incremento en la conductancia de membrana.
Consecuentemente, en el pico de la hiperpolarizacion la pendiente asintdtica para las corrientes hiperpolarizantes es
maxima (simbolos verdes que ajustan a la linea continua en D). Al final del pulso de corriente, las curvas de retorno para
las depolarizaciones tienen un decaimiento mucho mas rapido que para las hiperpolarizaciones. Cuando los pulsos de
corriente hiperpolarizante se cortan a los 50 ms (B), la curva de retorno dura mucho mas que cuando el pulso dura 200
ms (A). Esto coincide con la caida de la pendiente asintdtica del lado hiperpolarizante del grafico V/I (comparar la linea
continua y los puntos rojos, D). Luego del pulso prolongado, se produce un rebote en el potencial de membrana
graduado con la intensidad de la corriente hiperpolarizante, como se muestra en C (ampliacion del area sombreada en
amarillo en A).
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Caracterizacion farmacoldgica de la rectificacion de salida: La rectificacion de salida demostrada
en la seccidn anterior tiene 3 caracteristicas importantes: a) es de bajo umbral; b) es persistente
durante varias centenas de milisegundos; y c) tiene activacion y deactivacidn relativamente lentas.
Esta rectificacién de salida podria ser causada por el incremento de una corriente catidnica
(probablemente potasio) o el decremento de una corriente anionica (probablemente cloro). Debido
la similitud de las caracteristicas de la rectificacion de salida con las propiedades intrisecas
observadas en células pertenecientes a otros sistemas sensoriales, propusimos en primera instancia
gue se trataba como en dichos casos de una conductancia de potasio de bajo umbral (Golding y
cols., 1999; Soares y cols., 2001). Para confirmar esta hipdtesis estudiamos la sensibilidad de la
respuesta de la membrana a un agente farmacolégico, la 4-aminopiridina (4-AP), que ejerce un
efecto bloqueante a muy bajas dosis sobre este tipo de conductancias (Johnston y Wu, 1995).

El procedimiento utilizado fue el analisis de las respuestas de voltaje de las células esféricas a la
aplicacion de escalones de corriente en presencia de 4-AP a diferentes concentraciones. El
tratamiento a baja concentracién de 4-AP (50 um) produjo una reduccion significativa de la
rectificacion de salida, evidenciada por una reduccién en el cambio de pendiente asintdtica de la
curva V/I para valores positivos de corriente (incremento medio de la pendiente asintdtica de 59%,
rango entre 27-152% N=9, Wilcoxon test para muestras pareadas p=0,0039; Fig. 11A). Este bloqueo
fue dependiente de la dosis de 4-AP utilizada en un amplio rango de concentraciones que van
desde 12,5 a 4000 uM. En particular, el incremento de la pendiente asintdtica depolarizante fue
significativamente mayor para 2mM (media=355%) que para 50 uM (median= 59%) de 4-AP
(Wilcoxon test para muestras independientes p=0.0112) y se incrementa de forma relativamente
monotdnica con la concentracién de 4-AP. La figura 11B ejemplifica con datos de la misma célula, el
cambio de la pendiente de la porcion depolarizante de la curva V/I en presencia de diferentes
concentraciones de 4AP entre 25 y 400 uM. Los cambios en la rectificacidn de salida producidos por
el tratamiento con 4-AP fueron acompafiados por un corrimiento del potencial de reposo hacia
valores mas depolarizados (potentcial de reposo control = -67,37 + 4,9 mV vs. 4AP 50 uM =- 61,6 +
6.3 mV; N=9, Wilcoxon test para muestras pareadas, p= 0.0195), favoreciendo la hipdtesis de que

conductancia responsable de la rectificacidon de salida se encuentra parcialmente abierta en reposo.
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Figura 11. Efecto de la 4-aminopiridina (4-AP) sobre la rectificacion de salida. A) La curva V/I muestra la diferencia
en el efecto de los pulsos de corriente depolarizante sobre la resistencia de la membrana en presencia y ausencia de
4-AP. El aumento de la pendiente de la curva V/I para valores depolarizantes de corriente en presencia de 4-AP (50
M) indica una disminucién de la conductancia de membrana responsable de la rectificacion de salida. B) Muestra en
una misma neurona la porcién depolarizante de la curva V/I en presencia de diferentes concentraciones de 4-AP
(Control, 25, 50, 100, 200, 400 uM). El aumento de la pendiene con el aumento de la concentracidén de 4-AP indica un
aumento progresivo del bloqueo de la conductancia de membrana activada por depolarizacion.

La presencia de 4-AP también afectd la descarga de potenciales de accién. La duracién del potencial
de accidon, medida a la mitad del voltaje entre el potencial de reposo y el valor maximo de
depolarizacién alcanzado durante el mismo, se incrementd en aproximadamente 3 veces luego de
la aplicacién de 50 uM 4-AP (control = 0.45 + 0.11 ms vs. 4AP = 1.55+ 0.82 ms; Wilcoxon test para
muestras pareadas, p<0.0039, N=9; Fig. 12C). En 8 células el bloqueo de la rectificacion de salida
determiné que las mismas descargaran varios potenciales de accién dentro de un mismo pulso de
estimulacion (Fig. 12A-B). Este resultado fue obtenido a concentraciones bajas de 4-AP o durante el
inicio del tratamiento con dosis elevadas. Los potenciales de accidn generados en estas condiciones
mostraron una duracion mayor y una disminucién gradual de la amplitud a lo largo del tren de
descarga (Fig. 12B-C). Ademads, comparando las espigas generadas en condiciones control con la
primera espiga producida en presencia de 4-AP (50 uM) se observa un reduccién en la latencia
como consecuencia del bloqueo de la conductacia responsable de la rectificacion de salida (Fig.
12D). Este resultado apoya la hipdtesis de que esta conductancia se encuentra abierta en reposo

contribuyendo a determinar la excitabilidad de la neurona.

47



Control 4-AP 50 uM

I,
- //LVMFL

55 pA £ b s

275 pA ]

10 ms
C D = Control
e 50uM 4-AP

............................ 4
)
E
©

S 3.
10 mV 8
)
-60 mV S

-73 mV 2]

I ms
— Control 150 200 250

—50uM 4-AP .
Corriente (pA)

Figura 12. Efectos de la 4-AP sobre las propiedades de descarga de las neuronas esféricas. A) Los trazos
muestran el voltaje de membrana en respuesta a la aplicacién de pulsos de corriente de diferente intensidad
(55, 165, 275 pA). El trazo superior muestra como la aplicacién de un pulso de corriente supra-umbral
produce la descarga de un Unico potencial de accién. B) Potencial de membrana en respuesta a la aplicacion
de pulsos de corriente a las mismas intensidades que en A, en presencia de 4-AP. Note como la aplicacién de
concentraciones bajas de 4-AP produce la descarga repetitiva de potenciales de accién como consecuencia
del bloqueo parcial de rectificacién de salida (este efecto se observd en 8 de las células registradas en
presencia de 4-AP). C) Aumento en la duracion del potencial de accién en presencia de 4-AP. D) Aumento de
la excitabilidad de la membrana en presencia de 4-AP 50 uM. Los puntos negros repesentan la latencia del
Unico potencial de accidn producido por cada estimulo en funcién de la intensidad de estimulacion en
condiciones control. Los puntos rojos muestran la latencia de la primera espiga de la neurona, descargando
de forma repetitiva, en funcién de la intensidad de estimulacién en presencia de 4-AP 50 uM. Note la
disminucion de la latencia producida por bloqueo parcial de la conductancia de potasio de bajo umbral y el
aumento de la amplitud de la respuesta subumbral (B) en presencia de la droga.
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Podria argumentarse que ademas de la corriente de bajo umbral bloqueada por la 4-AP, la descarga
del potencial de accién podria provocar la apertura de canales de potasio de alto umbral (tipo Kv3,
cuyo umbral de activacion se encuentra en el entorno de los 0 mV; Johnston y cols., 2010). El hecho
de que la curva V/I sea lineal, no mostrando mayores cambios para series de depolarizaciones
subumbrales y supra-umbrales post espiga sugiere que la contribucidn de dichas conductancias de
alto umbral no seria muy importante. Sin embargo, con el fin de analizar la posible contribucién a la
rectificacion de salida de una corriente de potasio de alto umbral desencadenada por la ocurrencia
de un potencial de accién, estudiamos la respuesta del voltje de membrana a la aplicacion de
protocolos de estimulacidon similares a los anteriores en presencia de trietilamonio (TEA, un
bloqueante especifico para conductancias de potasio de alto umbral). El tratamiento con 10 mM
TEA no produjo un aumento significativo de la pendiente de la curva V/I para valores de corriente
depolarizante (Fig. 13A; incremento medio 7%, rango -11 a +16%, sign test p=0,625 N=5), como
tampoco de la duracién del potencial de accion (Fig. 13B) y el potencial de reposo (p=0,625, N=5).

En ningun caso el tratamiento con TEA produjo la descarga de multiples potenciales de accion.
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Figura 13. Efecto del tetraetilamonio (TEA) sobre la rectificacion de salida. A) El grafico muestra
la relacion entre el voltaje y la intensidad de la corriente, en condiciones control y en presencia
de 10 mM de TEA. Note el aumento relativamente pequefio en la pendiente de la curva V/I para
valores de corriente depolarizantes producido por el tratamiento con TEA. Por otra parte la
porcién hiperpolarizante permanecié practicamente incambiada. B) El tratamiento con TEA
también produjo un leve incremento en la duracién del potencial de accién.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, la rectificacion de salida observada al aplicar pulsos
cuadrados de corriente depolarizante es parcialmente bloqueada con 4-AP y TEA, presentando
mayor sensibilidad para la 4-AP. Con el fin de establecer si ambas drogas ejercen su efecto
actuando sobre un mismo tipo de canal, analizamos la respuesta de la membrana celular a la

aplicacion de pulsos cuadrados de corriente bajo tratamiento combinado con ambas drogas.

Primero se registro la respuesta de las neuronas esfericas en presencia 4-AP (2mM), buscando
obtener un blogueo maximo de la rectificacion de salida con la droga a la cual presenté mayor
sensibilidad (Fig. 14A). El tratamiento con 2mM de 4-AP produjo un incremento drastico de la
resistencia equivalente de membrana, evidenciada por la amplitud del cambio de voltaje a
diferentes intensidades de corriente (Fig. 14A, panel medio), y que se refleja en el aumento del la
pendiente de la curva V/I para valores de corriente positivos (Fig 14B, circulos rojos).
Simultdneamente se produjo un corrimiento del potencial de reposo de la célula hacia valores mas
depolarizados, apoyando la hipdtesis de que la conductancia de potasio de bajo umbral se
ancuentra parcialmente abierta en reposo y contribuyendo al mantenimiento del potencial de
reposo. Analizando con mas detalle la respuesta a diferentes tiempos de iniciados los pulsos de
corriente, encontramos que al inicio se produce un pico de voltaje cercano a 0 mV para los pulsos
de corriente de mayor intensidad (Fig. 14A, asterisco). Este pico se produce a un tiempo
equivalente al de ocurrencia de los potenciales de accidn en condiciones control (compare panel
superior y medio de la Fig. 14A), aunque son de menor amplitud, graduada con la intensidad de la
corriente inyectada, y se contindan en un potencial fijo muy cercano el valor maximo del pico. Al
finalizar los pulsos depolarizantes, en estas condiciones se observa la aparicién de un potencial
hiperpolarizante post estimulo cuya amplitud depende de la intensidad del pulso de corriente
aplicado, y con una pendiente lenta de retorno al potencial de reposo (Fig. 14A, compare panel
superior y medio). La aparicion de este potencial hiperpolarizante post estimulo se debe
seguramente a la corriente responsable de la rectificacidén de salida que persiste luego del bloqueo
con 4-AP. Es posible que esta corriente se encuentre enmascarada en condiciones control debido a
que el valor de su potencial de inversion es cercano al de reposo. En presencia de 4-AP se produce
un corrimiento del potencial de reposo hacia valores mas positivos, y por ende un alejamiento con

respecto al potencial de equilibrio de la corriente responsable esta hiperpolarizacidn post estimulo.

Luego del tratamiento con 4-AP 2mM se cambid a una solucién de perfusién conteniendo 4-AP
2mM + TEA 10mM (Fig. 14A, panel inferior; 14B, tridngulos azules). En presencia de ambas drogas
se produjo un aumento leve en el bloqueo de la rectificacién de salida, evidenciado por el aumento
de la pendiente de la curva V/I obtenida para valores positivos de corriente (Fig. 14B, triangulos

azules). En estas condiciones desaparece casi por completo la pendiente de bajada y estabilizacion
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del potencial de membrana que siguie al pico de voltaje observado al inicio de los pulsos de
corriente positiva durante el tratamiento con 4-AP. Simultdneamente con la desaparicidn de la
rectificacion de salida remamente se produjo la eliminacidn total de la hiperpolarizacién post
estimulo observada en presencia de 4-AP, sugiriendo que esta es producida por una componente

de potasio alto umbral (posiblemente debido a canales de tipo Kv 3).

Por otra parte, la respuesta a la aplicacién de pulsos de corriente negativa no muestra diferencias
en la pendiente de la curva V/I de los diferentes tratamientos con respecto al control (Fig. 14B). Sin
embrargo, existe un aumento en la amplitud del cambio de voltaje producido por el pulso de
corriente hiperpolarizante de menor intensidad. Ademas, el analisis del curso temporal del voltaje
de membrana muestra un acortamiento del tiempo en que este alcanza el pico de voltaje negativo
previo al inicio de la pendiente repolarizante producido por la rectificacion de entrada (Fig. 14, linea
punteada). El corrimiento del potencial de reposo a valores mas depolarizados, la mayor amplitud
de la respuesta a intensidades bajas de corriente hiperpolarizante, y el adelantamiento del pico
minimo producido por hiperpolarizacion, observados tanto en presencia de 4-AP como de 4-AP +
TEA, podrian ser explicados por el bloqueo de la porciéon de la conductancia responsable de la

rectificacion de salida que se encuentra activa en reposo.

Es interesante resaltar la aparicion de potenciales de accién a partir del potencial depolarizante
transitorio que se establece luego de finalizados los pulsos de corriente hiperpolarizante (Fig. 14A,
circulo). El hecho de que podamos observar estos potenciales de accidn en presencia de 4-AP y no
en condiciones control se debe al corrimiento del potencial de reposo hacia valores mas cercanos al
umbral y a un aumento de la amplitud de los picos depolarizante post estimulo producidos por la
Ih. Esto ultimo también se explica por el aumento de la resistencia equivalente de la membrana en

reposo producido por el bloqueo de la conductancia de potasio de bajo umbral.

Los resultados expuestos hasta ahora muestran que la rectificacién de salida, observada al aplicar
pulsos depolarizantes, se debe principalmente a una corriente de potasio de bajo umbral sensible a
4-AP que se encuentra parcialmente abierta en reposo. Este tipo de corrientes, en otras células, se
deben a la expresidn de canales de potasio de tipo Kv 1.2 y son sensibles a Dendrotoxina (Johnston
y cols., 2010). Sin embargo, la exposicidén de las neuronas esféricas a diferentes concentraciones de
esta droga no produjo efectos apreciables sobre las propiedades de membrana (N=7). Este
resultado podria deberse a problemas en el estado de conservacidn de la droga, o que en las
células esférica de G. Omarorum se expresa una isoforma de canales de potasio de bajo umbral

insensible a DTX.
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Figura 14. Efecto combinado de la 4-AP y el TEA. A) Muestra el registro de voltaje en respuesta
a la aplicacién de pulsos cuadrados de corriente de diferente amplitud y polaridad (500 ms
duracion). Superior: muestra la respuesta en condiciones control. Medio: muestra la respuesta
en presencia de 2 mM de 4-AP. El asterisco indica el pico de maximo voltaje a una latencia
similar a la de aparicion del potencial de accién, obtenido por la aplicacion de pulsos
depolarizantes. Note en la posicidn sefialada por el circulo la aparicién de potenciales de accién
provocados por los potenciales depolarizantes producidos luego de la finalizacion de los
estimulos hiperpolarizantes de layor amplitud. Inferior: muestra la respuesta en presencia de 2
mM de 4-AP + 10 mM de TEA. La linea punteada vertical sefiala el pico minimo de voltaje
observado en el registro superior al aplicar el pulso hiperpolarizante de mayor intensidad.
Observe el adelantamiento de este pico producido por la presencia de 4-AP y 4-AP + TEA. B)
Grafico V/I para la tres condiciones mostradas en A (los valores fueron tomados imediatamente
antes de la fianalizacion de los pulsos de corriente). Observe el aumento de la pendiente de la
curva V/I para valores de corriente depolarizantes producido por el tratamiento con 4-AP 2 mM,
y el pequefio aumento subsiguiente producido por la adiciéon de TEA 10 mM.
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Caracterizacion farmacoldgica de la rectificacion de entrada: De acuerdo a lo propuesto, las células
esféricas deben su perfil funcional a la expresidon de dos conductancias ademads de las descritas por
Hodgking y Huxley (1952); la conductancia de potasio de bajo umbral (K;7), que ha sido estudiada
en la seccidn anterior, y la conductancia catidnica mixta (/h). Con el fin de confirmar la identidad de
esta Ultima, estudiamos la rectificacién de entrada producida por la aplicacién de pulsos de
corriente negativa de larga duracion en presencia de Cloruro de Cesio (CICs), agente bloqueante de
los canales de tipo /h.

En 5 células registradas en presencia de CICs 5 mM, se eliminé la rectificacion de entrada
responsable de la pendiente repolarizante iniciada aproximadamente a los 50 ms del inicio de los
pusos hiperpolarizantes, y que lleva el voltaje de membrana hacia valores mas depolarizados. Esto
determina que el valor de voltaje de membrana alcanzado en el pico minimo previo a la apertura
de la corriente lh se mantenga relativamente constante hasta la finalizacién del pulso (Fig. 15A). Las
curvas V/l tomadas a los 500 ms de iniciados los escalones de corriente muestran un aumento de la
pendiente para valores negativos de corriente en presencia de CICs, producido por el bloqueo de la
pendiente repolarizante activada por hiperpolarizaciéon (Fig. 15B). El bloqueo de la conductancia
responsable de la rectificacion de entrada se evidencia también por la ausencia del potencial
depolarizante transitorio observado inmediatamente después de la finalizacién de los pulsos de

corriente negativa (Fig. 15A).

Ademas de los efectos descritos sobre la rectificacion de entrada, se observéd un incremento leve en
la pendiente para pulsos de corriente positiva (Fig. 15B). Esta disminucién de la rectificacion de
salida producida por la aplicacién de CICs podria deberse al bloqueo directo de los canales
responsables de dicha rectificacion, o a un aumento de la resistencia basal de membrana producido
por el bloqueo de la corriente Ih. Esta ultima posibilidad implicaria que dicha correinte se encuentra
abierta en reposo contribuyendo al mantenimiento del potencial de membrana. De ser asi, el
bloqueo de esta conductancia produciria un aumento de la resistencia equivalente de membrana
determinando que la variacién de voltaje producida por pulsos depolarizantes sea mayor a la
observada en condiciones control. Sin embargo, la observacién en 3 de las 5 células estudiadas
bajo CsCl de un corrimiento hacia valores mas positivos del potencial de reposo, apoya la hipdtesis
de que el tratamiento con CsCl estaria bloqueando parcialmente la corriente responsable de la
rectificacion de salida y su contribucidn al potencial dereposo, produciendo asi un aumento de la

resistencia equivalente de la membrana.
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Figura 15. Efecto del Cloruro de Cesio sobre la rectificacion de entrada. A) Los registros de voltaje superpuestos
muestran la respuesta de la célula a pulsos de corriente depolarizante e hiperpolarizante (de igual intensidad) en
condiciones control (trazos negros) y en presencia de CsCl 5mM (trazos rojos). Note como para los mismos valores
de corriente no se observan diferencias importantes en la respuesta a corriente depolarizantes, mientras que en
la respuesta a corriente hiperpolarizante se observa que el tratamiento con CsCl 5mM produce un bloqueo total
de la rectificacion de entrada evidenciada por la ausencia del potencial depolarizante activado por
hiperpolarizacion. B) El analisis de los gréficos de voltaje en funcidn de la intensidad de correinte muestra el
cambio en la pendiente de la curva para valores de correinte hiperpolarizantes inducido por al tratamiento con
5mM CsCl (los valores del grafico V/I fueron tomados inmediatamente antes de la finalizacién de los pulsos de
corriente; linea punteada en A).
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Estudio de las consecuencias de las propiedades intrinsecas de las neuronas esféricas sobre su
funcion de respuesta neuronal: Con el fin de caracterizar las propiedades de filtro de la membrana
de las neuronas esféricas y su papel en la transmisién de informacion, estudiamos la respuesta
neuronal a la aplicacidn intracelular de otros patrones de estimulacidn. En particular, estudiamos la
capacidad de descargar potenciales de accidn ante la aplicacién de corriente sinusoidal de distintas
frecuencias, y el efecto de la activida neuronal sobre la excitabilidad de membrana a través de

protocolos de estimulacién por pulsos pareados.

En primer lugar estudiamos el efecto de la aplicacién de correinte sinusoidal sobre las propiedades
de filtro de la membrana neuronal. Para ello tomamos como intensidad de referencia aquella capaz
de producir la descarga de un potencial de accidn por ciclo a una frecuencia de estimulacidn de 25
Hz, frecuencia cercana a la de descarga del érgano eléctrico en condiciones naturales. Luego
variamos la frecuencia manteniendo fija la intensidad de la corriente.

La Figura 16 muestra la respuesta celular a diferentes frecuencias de estimulacién, por encima y
por debajo de la frecuencia utilizada para calcular el umbral (3, 10, 30, 300 Hz). A frecuencias
inferiores a 25 Hz (0.3, 1, 3, 10 y 20 Hz) la célula no es capaz de disparar potenciales de accidn, aun
cuando la variacidn de voltaje es de gran amplitud y sobrepasa el umbral de disparo en la respuesta
obtenida a 25 Hz (linea roja punteada). La respuesta sub umbral es asimétrica, con una fase
hiperpolarizante mds aguda y de mayor amplitud que la respuesta depolarizante que alcanza una
fase de meseta. Estos fendmenos podrian explicarse por la lenta fase de ascenso del potencial de
membrana que podria determinar la inactivacién de los canales de sodio (acomodacion clasica), la
apertura de la corriente de potasio de bajo umbral antes de alcanzar el nivel de disparo, o a la suma
de ambos factores.

A partir de los 25 Hz (30, 60 Hz), y hasta los 120 Hz, la célula descarga un potencial de accién por
ciclo, teniendo en este rango su maxima capacidad de respuesta. Por encima de los 130 Hz la célula
comienza a fallar, descargando de forma alternada en uno de cada dos ciclos. A los 150 Hz la
respuesta se da en uno de cada tres ciclos de forma alternada, y a 300 Hz la célula se silencia por
completo. Observe ademas como la amplitud de la respuesta sub umbral se reduce
progresivamente, expresando probablemente la capacidad de filtro pasa altos de la membrana y en
donde podrian influir tres componentes a) el pasivo debido a la capacidad, b) la apertura parcial y

permanente de la corriente de potasio de bajo umbral, y c) la inactivacidn de los canales de sodio.
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- 30 Hz

10 Hz

Figura 16. Respuesta de las neuronas esféricas a la aplicacion de
corriente de forma sinusoidal. La figura muestra las variaciones del
voltaje de membra en respuesta a corriente de forma sinusoidal de
distintas frecuencias (3, 10, 30, 300 Hz), manteniendo constante la
intensidad. Note que si bien todas las frecuencias producen
depolarizaciones de membrana superiores al umbral de disparo
observado a 30 hz (lineas rojas punteadas), solo a esa frecuencia se
observa la descarga de potenciales de accidn.

Para analizar la contribucion de la corriente de potasio de bajo umbral a las propiedades de filtro de
las neuronas esféricas observadas en respuesta a la estimulacion con corriente sinusoidal,
estudiamos la respuesta de las mismas en presencia de 4-AP. La aplicacion de 50uM 4-AP
determiné que la célula comenzara a responder descargando potenciales de accidn a frecuencias
inferiores a 25Hz. Como se muestra en la figura 17, en presencia de 4-AP la célula responde con la
descarga de un potencial de accién por ciclo a 3 y 10 Hz, frecuencias a las cuales las neuronas no
son capaces de responder en condiciones control. Este resultado demuestra como la capacidad de
la célula de comportarse como un filtro pasa alto, y por lo tanto de responder solamente a eventos

rapidos de cambio de voltaje, es debida a la activacién de la corriente de potasio de bajo umbral.
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Figura 17. Efecto de la 4-AP sobre la respuesta de las células esféricas a la aplicacion de
corriente sinusoidal. La columna izquierda muestra la respuesta de la celula en condiciones
control a la aplicacion de corriente de forma sinusoidal, a diferentes frecuencias (3, 10y 30 Hz) y
manteniendo fija la intensidad (0.9 nA). Note que la célula no es capaz de responder con la
descarga de potenciales de acciéna a las frecuencias mas bajas, mientras que a 30 hz responde
con la descarga de un potencial de accién por ciclo. La columna derecha muestra la respuesta de
la célula a las mismas condiciones de estimulacién en presencia de 4-AP 50 uM. En este caso, el
bloqueo de la conductancia de potasio de bajo umbral determina que la célula deje de
comportarse como un filtro pasa alto. Las lineas punteadas representan el potencial de reposo
de la membrana en condiciones control (-66 mV).
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En las secciones anteriores se muestra la relacién entre las propiedades intrinsecas de las neuronas
esféricas y la respuesta de campo correspondiente a la via electrosensorial rapida observada in
vivo, a nivel del I6bulo electrosensorial. Aqui analizamos el papel de estas propiedades neuronales
en la implementacién de la ventana de baja respuesta. Para ello analizamos los cambios en la
excitabilidad neuronal producidos por la activacidn, utilizando estimulacién por pulsos pareados. La
excitabilidad neuronal se evaludé de acuerdo a los siguientes parametros: a) la probabilidad de
ocurrencia del potencial de accidn a diferentes intensidadaes de estimulacién, b) la latencia del
potencial de accién con respecto al inicio del pulso, y c) la variabilidad en el tiempo de ocurrencia

del mismo para una intensidad de estimulacién dada.

En primer lugar analizamos el efecto de la aplicacién de pulsos condicionantes (de intensidad
constante), a una latencia fija, sobre la respuesta a pulsos cuadrados de corriente positiva de
diferentes intensidades. Los pulsos depolarizantes de intensidades superiores al umbral produjeron
la descarga de un Unico potencial de accion, cuya latencia y variabilidad en el tiempo de ocurrencia
disminuyeron con el aumento de la intensidad de la corriente aplicada (Fig. 18). La aplicacion de
pulsos condicionantes (5ms intervalo) determind un aumento en la tasa de falla y en el coeficiente

de variacion (CV) en las espigas generadas por el segundo pulso (Fig 18B and C).
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Figura 18. Efecto de la actividad en la excitabilidad de las neuonas esféricas. A) Respuesta a pulsos cuadrados de
corriente depoparizante de diferente amplitud, en ausencia (superior) y en presencia (inferior) de un pulso
condicionante (5 ms antes). Note la variaciéon de la latencia a diferentes intensidades de estimulacion y la disminucion
de la excitabilidad reflejada en la ausencia de la espiga de mayor latencia cuando se aplica el pulso condicionante. B)
Muestra la latencia de la espiga en funcién de la intensidad de corriente para varias corridas de los protocolos de
estimulacion motrados en A (puntos grises- control; puntos negros- con pulso condicionante). Note como la
aplicacion del pulso condicionante produce un aumento en la dispersion de la latencia de las espigas para cada una
de las intensidades de estimulacion, y la ausencia de espigas para la intensidad de estimulacién menor. C) Coeficiente
de variacién de la espiga en funcion de la intensidad de estimulacion (puntos grises- control; puntos negros- con
pulso condicionante).

La deactivacion lenta de la conductancia de potasio de bajo umbral subyace a los cambios
descriptos en la excitabilidad: Con el fin de estudiar la contribucion de la conductancia de potasio
de bajo umbral a la excitabilidad de las neuronas esféricas, estudiamos el efecto de la aplicacién de
pulsos condicionantes subumbrales sobre la capacidad de descargar potenciales de accién. Bajo
estas condiciones se observé un cambio en la excitabilidad graduado con la amplitud del estimulo
condicionante (Fig. 19A, segunda y tercera fila). El cambio en la probabilidad de descarga de la
neurona fue acompafiado por un cambio en amplitud de la respuesta subumbral a un estimulo test
de una determinada amplitud, que fue inversamente proporcional a la amplitud de la respuesta
subumbral del estimulo condicionante (Fig. 19B). Esto indica que la conductancia responsable de
los cambios de excitabilidad es activada de forma gradual por depolarizaciones subumbrales.
Ademas, luego de un pulso depolarizante se observa un post-potencial hiperpolarizante que
también es graduado con la amplitud del salto de voltaje, confirmando que el periodo refractario es
causado por la activacién de una corriente de salida de bajo umbral, cuyo potencial de equilibrio se

encuentra por debajo del potencial de reposo (Fig. 19B, flechas).
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Figura 19. Efecto de la intensidad del pulso interferente sobre el
periodo refractario prolongado. A) Respuesta evocada por cuatro
pulsos intracelulares (600 pA, 5 ms) aplicados a 4 intervalos
deiferntes luego de un pulso condicionante de 3 ms de duracién y
a cuatro amplitudes diferentes 0, 200, 400 and 600 pA. El
incremento en la amplitud del pulso condicionante causa: i) una
depresion de la giba en las respuestas sub-umbrales (compare los
trazos negros); ii) el increment de la latencia del potencial de
acciéon (compare los potenciales de accién rojos con la linea
punteada de referencia); vy iii) el incremento del umbral para la
descarga de potenciales de accion (ausencia de potencial de accion
en los trazos negros en todas las filas menos en el control, trazos
rojo y verde en la fila inferior). B) La amplitud de la giba evocada
por la aplicacién de un estimulo test de amplitud constante (600
pA, 5ms) decrece cuando aumenta la respuesta evocada por el
estimulo condicionante (codificado en colores, 3 ms). El efecto
maximo es causado cuando el estumulo condicionante provoca la
descarga de un potencial de accién. Note la hiperpolarizacion
producida luego de los estimulos sub-umbrales (flechas).
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Adicionalmente se analizé el efecto de la aplicacidon de corriente constante en simultaneo con
pulsos intracelulares breves. A diferentes intensidades de corriente se analizd el potencial post-
espiga y se compararon los graficos de voltaje vs. corriente (V//) obtenidos 1 ms antes, 5y 10 ms
después del estimulo, con el objetivo de determinar el efecto de la espiga en la relacion voltaje-
corriente. En otras dos células el potencial de membran fue cambiado lentamente mientras que la
espiga fue evocada a la frecuencia normal de descarga del d6rgano eléctrico (25 Hz). Ese
procedimiento muestra un cambio similar de la conductancia de membrana port-espiga de entre 10
y 15 ms de duracion (Fig. 20A). Coincidentemente, la pendiente de los gréaficos V/l a 5y 10 ms
(Fig. 20B, rojos y verdes respectivamente) luego de la espiga fueron similares a la asintota de la
pendiente depolarizante y varias veces menor que la pendiente obtenida 1 ms antes de la espiga

(Fig. 20B, circulos blancos).

A Figura 20. El incremento post-espiga de la
conductancia de membrane es evidenciado por
la aplicaciéon de corriente constant. A) Espigas

0.1 nA 0.1 nA 0.2 nA Unicas evocadas por un pulso breve (barras
il w - horizontales) mientras se aplican diferentes
= o 2y intensidades de corriente constante (trazos
—— o ———r—— - negros). Los trazos rojos superpuestos
10 mV ’ .1_ \ corresponden a espigas control sin aplicar
corriente. Observe la inversion de |Ia
10 ms n hiperpolazacién post-espiga cuando el potencial
- basal de membrane alcanza valores inferiores a
-80 mV (linea gris horizontal). B) Gréficos V/I
-60 1 B obtenidos en otra célula, antes (simbolos
”p blancos), 5 ms después (simbolos rojos) y 10 ms
(= ’ luego de la espiga (simbolos verdes). La relacién
E lineal observada 5 ms después de la espiga
.70 (simbolos rojos) indica que la espiga causa un
= incremento de la conductancia similar al causado
= por la depolarizacién ténica de la membrana 1 ms
f';‘ antes de la espiga (simbolos blancos).
g before
=-80 1 .
= § S ms after
:é’ o 1t ms atter
T T T T
50 0 50 100

steady state current (pA)
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Con el fin de correlacionar los cambios en la excitabilidad con los cambios de la conductancia de
membrana, en tres células se elaboraron curvas V/I de la respuesta subumbral a series de pulsos
intracelulares tests de diferente amplitud, a diferentes intervalos luego de una espiga
condicionante. La curva V/I tomada 1 ms después del inicio del estimulo test fue siempre lineal; de
modo que su pendiente puede ser utilizada como un indicador del cambio remanente de la
conductancia de membrana causado por el estimulo condicionante. A pesar de que la medida de la
pendiente a un intervalo de tiempo tan corto con respecto al inicio del pulso no revela la verdadera
conductancia de membrana (debido a que la corriente también se encuentra circulando por el
componente capacitivo de la membrana celular), los cambios en la pendiente observados al aplicar
la serie de estimulos test a diferentes intervalos de tiempo respecto del estimulo condicionante es
un buen indicador del curso temporal de los cambios de conductancia de membrana. La pendiente
fue menor cuando la serie de estimulos test fue localizada cerca del final del pulso condicionante, y
fue acercdndose a los valores basales a medida que aumentamos el intervalo entre los pulsos
condicionantes y test (Fig. 21A). Ademas, la disminucidn de la pendiente de la curva V/I causada por
la disminucién del intervalo, se correlaciona con el incremento del umbral (Fig. 21B) y la latencia de

la espiga (Fig. 21C).
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Figura 21. La conductancia de membrana y la excitabilidad de la célula cambian conjuntamentes luego de una espiga
condicionante. El cambio en la resistencia de membrana fue evaluado por la curva del grafico V/I construido con los
datos obtenidos 1 ms después del inicio de una serie de pulsos de corriente de diferente intensidad (linea roja vertical
en el inserto), aplicados a diferentes intervalos luego de una espiga condicionante (en 4 células codificadas en colores).
(A) El aumento de la pendiente en function del intervalo indica que luego de la espiga condicionante se produce un
incremento en la conductancia de membrana y un lento retorno a los valores de reposo. (B,C) Cambio en el umbral y en
la latencia de la espiga en funcion de la pendiente. El cambio en el umbral se definié como la diferencia entre la
intensidad de corriente necesaria para producir una espiga cuando el estimulo es precedido de una espiga
condicionante a un intervalo determinado, menos la intensidad de corriente necesaria para producir una espiga en
ausencia de espiga condicionante. Mientras que el umbral y la latencia de la espiga disminuyen en funcién de la
pendiente, la excitabilidad de la célula se reduce por el incremento de la conductancia de membrana causado por la
espiga condicionante.
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Teniendo en cuenta estos resultados y los obtenidos in vivo por Castellé y colaboradores (1998),
postulamos que la variacion de la exitabilidad de las neuronas esféricas observada en respuesta a la
activacion celular podria ser responsable de la ventana de baja respuesta observada in vivo. Para
confirmarlo estudiamos la excitabilidad neuronal usando series de pulsos intracelulares apareados
(condicionante y test), separados por diferentes intervalos. Como estimulo condicionante se
utilizaron pulsos cuadrados de 1,5 ms de duracién y de una intensidad una o dos veces mayor que
la intensidad umbral (obtenida a partir de pulsos de larga duraciéon y en ausencia de pulso
condicionante), mientras que como estimulo test utilizamos pulsos de 5 ms de duracién y de una
intensidad entre 5 y 10% por encima del umbral. Como umbral de la espiga se tomd la minima
intensidad de corriente capaz de evocar la descarga de potenciales de accién en pulsos de 20 ms de

duracidn, en todos los estimulos (la latencia de la espiga nunca fue mayor a 3,5 ms).

Estos experimentos demostraron la existencia de un periodo refractario relativo prolongado
(Fig. 22A), de entre 10 y 40 ms de duracion dependiendo de la célula. En 10 células, la aplicacién de
un pulso hiperpolarizante corto inmediatamente después del estimulo condicionante redujo
significativamente o suprimié por completo el cambio en la excitabilidad provocado por la espiga
condicionante (Fig. 22B). Este fendmeno podria deberse a un favorecimiento de la de-inactivacion
de los canales de sodio, al cierre de una conductancia remanente activada por depolarizacion, o a
ambos. La segunda posibilidad es consistente con la deactivacion lenta de la corriente de potasio de

bajo umbral propuesta en secciones anteriores.

Figura 22. Cambios en la excitabilidad de las
neuronas esféricas producidos por la activaciéon
celular. A) La aplicacion de pulsos pareados a
20mV diferentes intervalos muestra como la activacién
celular (pulso condicionante) determina la reduccion

de la excitabilidad por un periodo relativamente

prolongado (pulso test). B) Este cambio de la
excitabilidad celular se reduce significativamente
cuando se interpone un pulso breve de corriente
negativa inmediatamente después del pulso
condicionante. Pulso condicionante de 830 pA y 2ms
de duracién; y pulso test de 560 pA y 7 ms de
duracioén; interpulso de -400 pAy 2 ms de duracién.

10 ms
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La joroba de la respuesta subumbral del estimulo test aumenta su amplitud con el aumento de la
latencia respecto del estimulo condicionante, pero la depolarizacién posterior al mismo permanece
constante (Fig. 23A). Cuando se mantiene constante el intervalo e intensidad del estimulo
condicionante, el incremento de la intensidad del estimulo test produce un incremento en la
probabilidad de descarga (Fig. 23A) y una reduccidn de la latencia del potencial de accién (Fig. 23B).
Ademds, la latencia de la espiga provocada por el estimulo test disminuyd al incrementar la latencia

entre pulsos (Fig. 23C).

A Figura 23. Las células esféricas tienen un
periodo refractario prolongado. La
estimulacion sistematica de la célula con pares
de estimulos intracelulares a diferentes
intervalos muestra que el umbral y la latencia
de la segunda espiga dependen del intervalo
entre los pulsos. A) Trazos superpuestos
obtenidos con cuatro intensidades diferentes
de estimulo test (370, 380, 390 y 400 pA) a
diferentes intervalos luego de un pulso
condicionante (800 pA). B) Latencia de la espiga
en funcién de la intensidad del estimulo test
para cuatro intervalos diferentes luego del la
espiga condicionante (datos de otra célula). C)
Latencia de la espiga en funcién del intervalo
entre pulsos, correspondiente a las condiciones
de estimulaciéon del experimento inferior
| mostrado en A.
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Para confirmar el papel de la conductancia de potasio de bajo umbral en el determinismo del
periodo refractario prolongado y la ventana de baja respuesta, bloqueamos farmacoldgicamente la

conductancia responsable de la rectificacidn de salida con 4-AP y TEA.

El tratamiento con 4-AP produjo una disminucién en la duracién del periodo refractario
absoluto (Fig. 24A-B). Interesantemente, concentraciones relativamente bajas de la droga (entre 50
y 100 pM) produjeron reducciones del periodo refractario cercanas a las observadas a
concentraciones 10 veces mayores. En particular, el tratamiento con 50 uM de 4-AP produjo una
disminucioén significativa de la duraciéon del periodo refractario absoluto (control = 13.3 + 3.6 ms vs.
4-AP = 7.5 + 1.66 ms Wilcoxon paired samples test p<0.0039, N=9, Fig. 24A-C). Simultaneamente se
observaron cambios en el periodo refractario relativo evidenciados como una disminucién de la
variabilidad de ocurrencia de la espiga; esto puede considerarse como un aumento en la
excitabilidad neuronal. El cambio en la variabilidad del tiempo de ocurrencia del potencial de accién
se puede observar comparando el promedio de varios protocolos de estimulacién por pulsos
pareados a intervalos variables, en presencia y ausencia de 4-AP (Fig. 24B-D). Para cada célula, el
periodo refractario minimo (aprox. 5 ms) no se modificé ain aumentando la dosis mas alla de 2

mM.

Control 4-aminopiridina

Trazos simples

b\
(////f}iili.
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(////////m.:':';';‘ """"""

10 ms

Promedio
110 mv

Figure 24. Efecto de la 4-AP sobre el periodo refractario de las neuronas esféricas. A) La estimulacidn con pares de
pulsos a diferentes latencias muestra el curso temporal de la disminucidn de la excitabilidad porducida por la
aplicacién de pulsos condicionantes (pulso condicionante= 1,2 nA, y test=0,6 nA). B) El promedio de la respuesta a la
aplicacion repetida (5 veces) del protocol de pulsos pareados mostrado en A, evidencia la existencia de un period
refractario relativo que se expresa como un aumento en la variabilidad del tiempo de ocurrencia de la espiga. C) La
aplicacion de 4-AP 50 uM produjo una disminucidn de la duracion del periodo reractario absoluto que se observa
como un aumento de la probabilidad de descarga de potenciales de accidn a intervalos cortos (trazos simples, en
rojo se sefiala la respuesta al primer estimulo test capaz de producir la descarga de un potencial de accién). D) El
promedio de las respuestas a la aplicacion repetida (5 veces) del protocolo de pulsos pareados a diferentes
intervalos, en presencia de 4-AP, muestra como ademas de un aumento en la probabilidad de descarga a intervalos
cortos se produjo una disminucion de la variabilidad del tiempo de ocurrencia de la espiga. Este ultimo efecto se
evidencia por la desaparicion casi total del la variacidon en funcion del intervalo de la amplitud del promedio de la
respuesta a los estimulos test.
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El bloqueo de las conductancias de potasio de alto umbral (TEA 10 mM) produjo una pequefia

disminucién del periodo refractario absoluto, sugiriendo una posible participacién asociada de

estas conductancias en la refractariedad post-espiga.

Finalmente, los resultados obtenidos in vitro se compararon con los obtenidos in vivo utilizando un

protocolo de estimulaciéon similar. La envolvente del promedio de la respuestas obtenidas

utilizando series de pulsos pareados (in vitro), y el grafico de la amplitud de los potenciales de

campo en funcién del intervalo de tiempo entre las descargas del érgano eléectrico propio y de un

conespecifico (in vivo), mostraron una notable similitud (Fig. 25).
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Figura 25. El period refractario relativo coincide con la duracién de la ventana de baja
respuesta. Promedio de la respuesta de 10 series de pulsos de corriente de intensidad constante
aplicados intracelularmente a diferentes intervalos luego de una espiga condicionante (trazos)
superpuesto a la amplitud de la respuesta del ntcleo magnocellularis a la descarga de la DOE de
un co-especifico (normalizada como porcentaje de la amplitud de la respuesta a la DOE propia;
puntos negros). A) in vitro: pulso tests intracelular de 400 pA, in vivo: co-especifico localizado a 6
cm de forma antiparalela; B) in vitro: pulso test intracelular 430 pA, in vivo: co-especifico
localizado a 3 cm de forma antiparalela. El potencial de membrana de reposo es de -70 mV, y la
intensidad del pulso intracelular condicionante es de 500 pA. Con el fin de comparar ambos
graficos, el cero de la respuesta del nucleo magnocellularis se alineé con el nivel de
depolarizacidn critica, y el 100 por ciento de la respuesta del nucleo magnocellularis se alined
con el pico de la espiga mayor (eje a la derecha).
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Discusion

Bases estructurales de las propiedades electrofisiolégicas intrinsecas de las neuronas esféricas:
Los resultados obtenidos en el estudio de las propiedades estructurales de las neuronas esféricas
nos permiten afirmar que las propiedades funcionales de dichas neuronas se encuentran
determinadas por la expresién de dos tipos de corrientes idnicas resonantes. Una corriente
resonante se opone a la causa que la generd, es decir que constituye una retroalimentacion
negativa, y dependiendo de sus constantes de tiempo pueden causar oscilaciones de membrana o
facilitar la resonancia de la misma a ciertas frecuencias. Por el contrario, una corriente
amplificadora facilita la causa que la generd y por tanto tiende a amplificar sus efectos. En ambos
casos la presencia de fendmenos de inactivaciéon determina propiedades de membrana aun mas
complejas. En el caso particular de las neuronas esféricas la corriente resonante subyacente a la
rectificacion de salida corresponde a una corriente de potasio de bajo umbral, y la subyacente a la
rectificacion de entrada a una corriente catidnica mixta. Ademas, este trabajo permite establecer
la relacién de una conductancia de membrana, la corriente de potasio de bajo umbral, con dos
propiedades funcionales principales de la via electrosensorial rdpida de G. omarorum; la precisidon
en la codificacién temporal y el periodo refractario prolongado. Los potenciales de accidon y cambios
sub-umbrales del voltaje de membrana causan un incremento de larga duracion en la conductancia
de membrana que reduce su excitabilidad. Esto determina que ante la aplicacién de estimulos
supra-umbrales, las neuronas esféricas respondan con un Unico potencial de accién,
independientemente de la intensidad y duraciéon de los mismos. Por otra parte, la deactivacidn
lenta de la conductancia que se observa luego de la finalizacién del pulso que la activd, contribuye
al periodo refractario prolongado de las neuronas esféricas. Estas caracteristicas funcionales de las
neuronas esféricas se correlacionan directamente con las propiedades funcionales de la via

electrosensorial rapida observadas in vivo.

Las neuronas esféricas del ELL son “one-spike-neurons”: Las neuronas esféricas, neuronas
secundarias de la via electrosensorial rdpida, responden de forma caracteristica con un Unico
potencial de accién ante la aplicacidn sostenida de pulsos depolarizantes. Esta es una caracteristica
comun de las llamadas “onset cells”, un tipo neuronal altamente especializado, adaptado
estructuralmente para transmitir informacidn utilizando un cédigo de latencia (Carr y cols., 2005).

III

La conductancia responsable de la expresidon por parte de las neuronas esféricas del perfil “one-
spike-neuron” es similar a la conductancia de potasio de bajo umbral descrita en células

piramidales de gymnadtidos de onda (Fernandez et al., 2005) y onset-neurons de otras vias rapidas
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(Golding y cols., 1999, Manis y Marx, 1991, Wu y Oertel, 1984; Brew y Forsythe, 1995; Oertel y
cols., 2000). Otra caracteristica que la mayoria de las neuronas esféricas comparten con otras
onset-neurons es la respuesta a pulsos hiperpolarizantes, con pendientes depolarizantes en el
potencial de membrana que inician entre 20 y 70 ms luego del inicio del pulso. La pendiente de la
curva V/I al final de pulsos de larga duracidn, y la tasa de decaimineto del potencial de membrana
al final de los mismos, son menores a la mitad de los obtenidos para pulsos de corriente de corta
duracidn (en el valor maximo de hiperpolarizacién). Estas observaciones, junto con el rebote que se
produce luego de la curva depolarizante y de finalizado el pulso de corriente negativo, indican la
presencia de una corriente rectificadora entrantecon activacion e inactivacion lentas. Al igual que
lo observado en aves y mamiferos (Bal y Oertel, 2000; Trussell, 1999) la conductancia descrita en
las neuronas esféricas es de tipo catidnica mixta, y pertenece a la familia de conductancias

Ilamadas 1Q o |h.

Como se muestra en la figura 8C, la espiga frecuentemente surge a partir de la fase descendente de
una joroba de voltaje, indicando que el sitio de registro no es el sitio de menor umbral para la
generacién del potencial de accidn. Tomando en cuenta la naturaleza esférica de la célula y su
relativo pequefio didmetro, se podria concluir que todo el soma tiene el mismo potencial de
membrana y que la espiga se inicia a partir del axdn. Asimismo, el incremento de la conductancia
de la membrana celular podria resultar en el drenaje de las corrientes sindpticas, previniendo la
generacién de potenciales de accidon. Nuestros resultados sugieren que estos atributos son
conferidos por propiedades intrinsecas no-lineales del soma neuronal. La rectificacion de salida, y el
potencial inhibitorio post-estimulo graduado con la intensidad de estimulacién, indican la
activacion de una corriente de bajo umbral cuyo potencial de equilibrio se encuentra por debajo del
potencial de reposo, y que podria corresponder tanto a una conductancia de K" como a una de CI".
La activacion de la conductancia de bajo umbral inmediatamente después de pequefas
depolarizaciones explica la joroba inicial observada en los registros de voltaje. La estabilidad del
voltaje luego de la joroba, y la constancia de la asintota de la pendiente depolarizante de la curva
V/I, aln para depolarizaciones de larga duracién, indican que la conductancia de bajo umbral no se
inactiva con el tiempo. Las curvas V/I obtenidas al final de una serie de pulsos de corriente
consantes y de larga duracion mostraron grandes diferencias entre las pendientes asintdticas
depolarizantes e hiperpolarizantes, indicando que cuando la corriente de bajo umbral se encuentra
totalmente abierta la conductancia celular es varias veces mayor que en reposo. Por otra parte, el
incremento en la constante de tiempo de la membrana a partir de los 2.5 ms luego del inicio de los
pulsos hiperpolarizantes sugieren que la conductancia de potasio de bajo umbral se encuentra

parcialmente abierta en reposo. Esta activacién parcial de la rectificacion de salida cerca del
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potencial de reposo acorta la constante de tiempo de la membrana, y por lo tanto aumenta la

precision temporal de la ocurrencia del potencial de accidn.

La identidad de la conductancia de bajo umbral responsable de la rectificacion de salida fue
estudiada mediante la aplicacién de pulsos constantes de corriente de diferente amplitud y
polaridad, en presencia de bloqueantes especificos de canales de potasio. De acuerdo a lo
reportado en la bibliografia el tipo de coductancia de potasio de bajo umbral observada en la
respuesta de las neuronas esféricas se debe a la expresion de canales de tipo Kv 1y por lo tanto es
bloqueable por 4-AP y DTX (Johnston y cols., 2010). El tratamiento con 4-AP produjo un bloqueo de
la rectificacion de salida dependiente de la dosis. En algunos casos el bloqueo parcial de la corriente
produjo que las neuronas descargaran un tren de potenciales de accién. La amplitud de los mismos
disminuyé en el transcurso del pulso hasta su apagado. El hecho de que la descarga de varios
potenciales de accién por pulso se produjera por el bloqueo parcial de la conductancia de potasio
de bajo umbral, la disminucidon de su amplitud durante el transcurso de un mismo pulso hasta
apagarse, y el marcado aumento de su duracién en presencia de 4-AP, sugieren que esta corriente
juega un papel importante en la fase de repolarizacién del potencial de accidn. Por su parte la DTX
no produjo efectos apreciables en la rectificacién de salida, sugiriendo que las neuronas esféricas

expresan una combinacién particular de subunidades de canales de potasio insensible a DTX.

El andlisis de las propiedades de filtro de la membrana mediante la aplicacién intracelular de
corriente de forma sinusoidal, mostré que las neuronas esféricas se comportan como filtros pasa
alto con respecto a su capacidad de disparar potenciales de accién. A intensidades de corriente
supraumbrales se observd como las neuronas esféricas solo son capaces de responder con la
descarga de potenciales de accién a sinusoides de alta frecuencia, aun cuando los cambios de
voltaje producidos por frecuencias bajas produjeron niveles de depolarizacidn superiores al nivel
critico de dsiparo. El analisis de la respuesta neuronal a sinusoides en presencia de concentraciones
bajas de 4-AP, mostré que cuando la conductancia de potasio de bajo umbral se encuentra
bloqueada las neuronas esféricas son capaces de responder a frecuencias bajas. Estas
observaciones podrian explicarse por el cambio en la pendiente de ascenso del voltaje impuesto
por la activacion de la corriente de potasio de bajo umbral. A frecuencias altas el cambio de voltaje
producido por la aplicacidn de corriente depolarizante, y el arribo al umbral de disparo, se produce
antes que se comience a activar la conductancia de potasio de bajo umbral. Sin embargo, a
frecuencias bajas la variacién del voltaje es mas lenta y el inicio de la activacién de la conductancia
de bajo umbral se produce antes de alcanzar el umbral de disparo. Este aumento de la

conductancia de membrana produce un enlentecimiento de la pendiente de ascenso del voltaje,
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determinando la inactivacidon de los canales de sodio e imposibilitando a la neurona descargar
potenciales de acciéon aun a valores de voltaje supraumbrales. Es interesante destacar que las
propiedades de filtro de la membrana de las neuronas esféricas podrian constituir una adaptacién
que les permitiera responder a los potenciales sinapticos producidos por la activacion de las
sindpsis de tipo mixto que estas establecen con las fibras aferentes primarias. La capacidad de estas
neuronas de funcionar como filtro pasa alto favoreceria la respuesta a los cambios de voltaje
rapidos generados por el componente eléctrico de la sindpsis mixta. Ademas, estas propiedades de
filtro de la membrana podrian jugar un papel determinante en la capacidad de sumacién por parte
de las neuronas esféricas (en el caso de las neuronas que reciben aferencias de multiples fibras

aferentes primarias), y por lo tanto en su capacidad de funcionar como detectores de coincidencia.

Hipdtesis sobre el papel funcional del periodo refractario relativo prolongado de las neuronas
esféricas de G. omarorum: Uno de los resultados principales de este trabajo, es que el periodo
refractario prolongado de las neuronas esféricas prodria deberse a la deactivacién lenta de Ia
conductancia de potasio de bajo umbral. Esta hipdtesis fue puesta a prueba calculando Ia
pendiente de los graficos V/I construidos a 1 ms de iniciados los pulsos de corriente, aplicados a
diferentes intervalos luego de una espiga condicionante. El incremento gradual de la pendiente de
los gréficos V/I indica que la conductancia de membrana decae gradualmente hasta alcanzar el
valor de reposo a los 10-15 ms luego de la espiga. La reduccidn de la pendiente post-espiga se
correlaciéna fuertemente con el incremento de umbral y de latencia de las espigas generadas por la
misma serie de pulsos, indicando que el periodo refractario relativo de estas neuronas se debe al
incremento de la conductancia de membrana mas que a la inactivacidon de los canales de sodio.
Dado que la refractariedad también es producida por pulsos condicionantes subumbrales, la
interpretacion mds parsimoniosa es que la misma conductancia que causa la rectificacion de salida
también causa la refractariedad observada luego de la aplicacion de pulsos condicionantes. El
importante bloqueo del periodo refractario prolongado producido por el tratamiento con 4-AP
confirma esta hipdtesis. De forma similar a lo observado para la rectificacion de salida el

tratamiento con DTX no tuvo efecto sobre el periodo refractario prolongado.

Como el periodo refractario prolongado bloquea la respuesta al segundo de un par de entradas
aferentes, son las propiedades de excitablilidad descritas para las neuronas esféricas las que
implementan la ventana de baja respuesta observada in vivo luego de la activaciéon via. La
comparacion hecha en la figura 25 se basa en el supuesto de que el promedio temporal de los

registros intracelulares tomados de una Unica célula pueden reproducir la suma de la actividad de
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varias células similares registradas como un potencial de accién compuesto. Cuanto mayor sea la
amplitud de las EODs generadas por un co-especifico y, por convergencia, aumente la probabilidad
de ocurrencia de estimulos de mayor amplitud en cada célula, se superard mas facilmente el
periodo refractario relativo y, en consecuencia, la ventana de baja respuesta. La convergencia de
las fibras aferentes y las sinapsis eléctricas entre células esféricas vecinas podrian explicar ademas
el decremento graduado en la capacidad de respuesta de la via como un todo en funcién del
incremento de la amplitud del estimulo condicionante. El incremento del estimulo condicionante
resulta en un reclutamiento mds completo de la poblaciéon de fibras aferentes. Esto causa
refractariedad no solo en las neuronas que dispararon potenciales de accién ante la llegada de la
rafaga aferente, sino que también en el grupo de células en las cuales la entrada aferente provoco
depolarizaciones sub-umbrales (ya sea de forma directa o a través de células esféricas vecinas). De
esta manera, el incremento de la intensidad del estimulo condicionante reduce la capacidad de
respuesta de la via. Por consiguiente, la DOE auto-generada, que es un estimulo mucho mas fuerte,
podria permitirle al pez mantener un flujo de informacidn constante de la ocurrencia de la DOE
auto-generada a pesar de la ocurrencia de sefiales eléctricas potencialmente interferentes como las
DOEs generadas por co-especificos. La evaluacién experimental de esta hipdtesis se describe en el

siguiente capitulo.
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CAPITULO V: LAS NEURONAS ESFERICAS COMO FILTRO SENSORIAL

Introducciéon

De acuerdo a lo planteado en secciones anteriores, para comprender la relaciéon entre las
propiedades estructurales de las neuronas y el papel que las mismas desempeiian dentro de un
circuito, es necesario conocer sus propiedades estructurales, el circuito en el que se encuentran
insertas y la funcién que este realiza. Este Ultimo punto requiere del estudio del circuito bajo
condiciones naturales de estimulacién, donde se conserven las principales caracteristicas espaciales

y temporales del estimulo, y la forma en que el individuo interactia con el mismo.

Los sentidos activos como el tacto, la propiocepcién, ecolocacion y electrorecepcion, tienen
receptores sensoriales sintonizados al rango dinamico de un vehiculo sensorial autogenerado.
Debido a que este rango dindmico puede ser compartido por eventos alo-generados, los animales
han desarrollado diferentes mecanismos para segmentar las senales auto- y alo- que fluyen a través
del mismo canal sensorial. Algunos de esos mecanismos se basan en sefiales de expectativa
producidas por descargas corolario que informan a los centros sensoriales sobre el tiempo de
ocurrencia de los commandos motores, y de las potenciales consecuencias de las acciones
autogeneradas (Sperry, 1950; von Holst y Mittelstaedt, 1950; Bell, 1981; Poulet y Hedwig, 2006;
Sommer y Wurtz, 2002). Las descargas corolario pueden ser simples eventos facilitadores o
inhibidores que ocurren en el tiempo al cual se esperan las sefiales autogeneradas (Bell y Grant,
1989). En otros casos, las descargas corolario son complejas y plasticas, generando imagenes espejo
del flujo sensorial precedente (Bell 1981; Bell y Grant 1992; Bell y cols., 1993). Estas imagenes son
integradas con la entrada permitiendo el filtrado adaptativo de las caracteristicas sensoriales (Bell y
cols., 1992; Bell y Grant, 1992; Bell y cols., 1993). Alternativamente, los comandos motores
descendentes podrian adaptar las acciones autogeneradas al mejor rango de respuesta de un filtro

sensorial estereotipado.

Para hacer frente al influjo de sefales autogenreadas y a las generadas por fuentes externas, en los
animales electroreceptivos han evolucionado varios mecanismos organizados a diferentes niveles
(desde el subcelular al comportamiento), y es posible que muchas de las estrategias posibles para la
discriminacién sensorial de este tipo de sefiales se encuentren presentes en estos animales
(Bullock, 1986). En el caso de la electro-recepcidn activa las sefales eléctricas generadas tienen la
doble funcién de electro-localizacién y electro-comunicacién, por lo cual en un ambiente natural

cada individuo recibe las sefiales eléctricas auto-genreadas y las generadas por co-especificos
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vecinos. Esta escena sensorial compleja plantea el problema de evitar el efecto interferente de las
sefiales externas sobre la electro-localizacidn y de distinguir las sefiales propias de las ajenas. Esto
Ultimo adquiere particular importancia en los Gymnétidos de pulso, ya que en estos no se ha
identificado la existencia de una descarga corolario que informe al sistema del tiempo de
ocurrencia de las sefiales autogeneradas. Para este caso particular, un mecanismo posible ademas
del filtro impuesto por los receptores periféricos, es que las propiedades de las neuronas
principales de los primeros niveles de procesamiento de la informacidn electrosensorial establezcan

filtros sensoriales que contribuyan a la segmentacién de las sefiales auto- y alo- generadas.

En esta seccién analizamos el papel de las neuronas esféricas y sus propiedades estructurales en la
segmentacién de las sefiales electrosensoriales. Para ello analizamos la respuesta neuronal ante un
comportamiento electromotor relativamente bien caracterizado (Heiligenberg, 1977, 1991;
Westby, 1974, 1979, 1981; Kawasaki, 1996; Capurro y cols., 1998), como son las variaciones de
frecuencia que se producen cuando un animal se encuentra en presencia de co-especificos, o de
pulsos interferentes de frecuencia cercana a la de descarga del 6rgano eléctrico propio. La
respuesta electromotora desplegada en presencia de co-especificos interferentes, determina un
cambio en la probabilidad de ocurrencia de los estimulos interferentes dentro del intervalo entre
DOEs propias (Jamming avoidance response, JAR). Este cambio de probabilidad, combinado con las
propiedades de filtro de las neuronas esféricas, podria determinar el establecimiento de un filtro
sensorial capaz de favorecer o bloquear la transmisidn de los diferentes flujos de sefiales presentes
en la escena electrosensorial. Con el fin de poner a prueba esta hipdtesis, estudiamos la respuesta
de las neuronas esféricas ante un patréon de estimulacidn intracelular que reproduce el patron de
actividad aferente que se establece durante los despliegues comportamentales de abolicion de

interferencia (JAR) observdos in vivo.
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Figura 26. Modulacion de la descarga del nicleo marca-paso en presencia de interferencia. El intervalograma
muestra el comportamiento tipico de un pez en presencia de un tren de pulsos aplicados a la frecuencia media de
descarga de la DOE. Los puntos grises representan los intervalos sucesivos de la DOE, y los puntos negros
representan la fase de los pulsos interferentes en cada intervalo inter-DOE. En un periodo de 30 s de registro
identificamos dos comportamientos diferentes: a) el comportamiento de abolicidon de interferencia se caracteriza
por un barrido del intervalo inter-DOE por el estimulo interferente y aceleraciones cortas que ocurren cuando el
pulso interferente coincide con los componentes de onda inicial de la DOE, y b) sincronizaciones en las cuales la
fase se mantiene limitada a la porcion inicial del intervalo inter-DOE.

El ndcleo marcapaso de los gymnadtidos es un oscilador muy regular, acelerado tonicamente por la
actividad convergente de entradas excitatorias descendentes, provenientes de estructuras motoras
y sensoriales (Kawasaki y cols., 1988; Curti y cols., 1999). Eventos sensoriales puntuales como
cambios en la impedancia de un objeto (Caputi y cols., 2003), estimulos vibratorios (Barrio y cols.,
1991), o comandos motores (Bullock, 1969) generalmente causan aceleraciones drasticas seguidas
de su relajacién lenta. La suma de multiples entradas descendentes ejerce un nivel de excitacion
ténico pero no constante, observandose como consecuencia picos de aceleracién. Esos picos de
aceleracién generan una distribucién asimétrica de los intervalos, desplazada en sentido de los
intervalos cortos. Las aceleraciones del nucleo marcapaso también pueden ser provocadas por
estimulos electrosensoriales artificiales, ya sea que coincidan con la desarga propia o que barran el
intervalo entre una DOE vy la siguiente. Bullock (1969) describié dicho fenémeno como un "phase
sensitivity shortening of the interval" (Westby, 1974). En una serie de articulos, Westby (1981,
1979) desarrolld con mayor profundidad esa idea y describié dos patrones principales de
interaccion entre co-especificos (Fig. 26): a) Sincronizaciones, en las cuales la frecuencia de ambos
peces es la misma por varios segundos, y la fase (definida como el intervalo entre la DOE de un pez
y la DOE de otro pez) varia muy lentamente cambiando de direccion; b) Evitacion de interferencia
de los peces de pulso, que ocurre cuando las frecuencias de descarga son ligeramente diferentes.
En ese caso, la fase del pez descargando a menor frecuencia crece con el tiempo; en consecuencia
su DOE se aproxima al tiempo de ocurrencia de la siguiente DOE del pez que se encuentra

descargando a mayor frecuencia. Cuando la coincidencia es inminente, el pez descargando a mayor
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frecuencia o ambos, aceleran cambiando la fase, evitando asi la ocurrencia de coincidencias
multiples.

Westby propuso un modelo conceptual para explicar este fenédmeno, postulando la existencia de
una “ventana de deteccion” que precede a la DOE (Westby, 1979). En la JAR, cuando la DOE de un
pez descargando a menor frecuencia que otro vecino precede la DOE auto-generada dentro de la
ventana de deteccidn, el pez detecta que la coincidencia es inminente y acelera para evitar la
secuencia de coincidencias. En las sincronizaciones, el pez evita la interferencia manteniendo la
diferencia de fase, de forma de que la DOE generada por el coespecifico caiga siempre lejos de la
ventana de deteccion (Westby, 1979; 1881). El modelo conceptual propuesto por Westby fue
implementado computacionalmente por Capurro y colaboradores demostrando su viabilidad
(Capurro y cols., 1998). Sin embargo, las bases neurales de estos comportamientos todavia no se
conocen. Se han propuesto dos explicaciones complementarias: Westby relaciona la JAR con
cambios en la capacidad de respuesta de las estructuras centrales del sistema electrosensoerial
(Westby, 1979), mientras Baker y colaboradores proponen que la JAR depende de la adaptacion de

los electroreceptores de la via electrosensorial lenta (Baker, 1980).

Si bien la alternativa propuesta por Baker (1980), de que la respuesta de abolicién de interferencia
es desencadenada por la modulacion ejercida por los estimulos interferentes de la actividad de los
receptores codificadores de pulso, los resultados experimentales muestran que este efecto es
fuertemente dependiente de la polaridad del pulso interferente, mientras que la respuesta de
abolicién de interferencia no se modifica por la inversién de la sefial interferente. Asi, el efecto de
la interferencia en la frecuencia de descarga del nicleo marcapaso es independiente de su efecto
en los receptores codificadores de rafaga. Para explicar este hallazgo paraddjico Baker (1980)

postuld la existencia de un complejo mecanismo de integracion central.

A diferencia de los receptores codificadores de rafaga, los codificadores de pulso no modifican su
respuesta a la DOE auto-generada cuando esta es precedida por un pulso interferente (pez
curarizado; Baker, 1980). En animales en libre movimiento, los codificadores de pulso codifican
tanto las sefiales electrosensoriales auto-generadas como las generadas externamente, sin
interferencia, excepto en una vetana tempotal de un milisegundo (Castellé y cols., 1998). Esos
hallazgos implican que en presencia de otros peces que se encuentran descargando, en la periferia
de la via electrosensorial rapida existe un flujo de sefiales autogeneradas que coexiste con los flujos
de sefiales generadas por la descarga de los érganos eléctricos de co-especificos. La pregunta
crucial que surge es: éSon los peces capaces de extraer el flujo de informacidn propia de la mezcla
combinada de sefiales propias y ajenas que ingresa a los primeros niveles del sistema

electrosensorial?
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La presencia de eventos eléctricos alo-generados que ocurran de forma regular, como las DOEs de
co-especificos vecinos, pueden causar ambigliedad. Las imagines eléctricas autogeneradas pueden
ser modificadas por coincidencia con eventos eléctricos externos o confundidas con imagenes alo-
generadas intercaladas que activan la misma via electrosensorial. Gymnotus omarorum evita la
coincidencia repetitiva de las EODs auto-generadas y las generadas por un co-especifico mediante el
control del ciclo del marcapaso que comanda el drgano eléctrico (Westby, 1974; Westby, 1979;
Westby, 1981; Capurro y cols., 1988). Sin embargo, evitar las coincidencias no elimina la
interferencia porque ambas imagenes (auto-generadas y co-especifico-generadas) son codificadas
de forma simultanea en el mismo canal fisico. Las espigas intercaladas, disparadas por una neurona
de la via electrosensorial rdpida en respuesta a senales auto- y alo-generadas, deben ser separadas,
para segmentar las imagenes generadas de forma activa de las generadas por objetos pasivos, y las

sefiales de comunicacion generadas de forma activa por co-especificos.

Castelld y cols. (1998) han demostrado que existe una ventana de baja respuesta de la via
electrosensorial rapida en Gymnotus omarorum. En el capitulo IV demostramos que este fendmeno
causado por la activacién de la via y que no depende de una descarga corolario, es generado
principalmente en las neuronas esféricas del Lobulo Electrosensorial (Nogueira y cols., 2006). El
“acortamiento de la fase dependiente del intervalo” (Bullock, 1969) o la “abolicién de interferencia
de los peces de pulso” (Heiligenberg, 1980) proporcionan una clave para interpretar el papel de la
ventana de baja respuesta. Se ha propuesto aqui que la segmentacidn de las sefales auto- y alo-
generadas se podria implementar a través de un comportamiento motor que adapta el patron
temporal de las sefiales autogeneradas a las propiedades de filtro de las estructuras sensoriales (sin
la ayuda de una referencia interna del tiempo de ocurrencia de descarga del nicleo marcapaso,
Castelld y cols., 1998; Nogueira y cols., 2006). Es asi que teniendo en mente algunas de las
caracteristicas de las ramas sensorial (Nogueira y cols., 2006) y motora (Westby 1974; Westby
1979; Westby 1981; Capurro y cols., 1988) del sentido electrico activo, disefiamos experimentos
con tres objetivos: a) caracterizar la relaciéon de fase entre los eventos propios y los generados
externamente durante despliegues comportamentales; b) caracterizar la excitabilidad de las
neurona esféricas ante la aplicacién de estimulos cuya estructura temporal es similar al patrén de
actividad sinaptica observado in vivo; y c) mostrar que las caracteristicas mencionadas en ay b se

pueden combinar para clasificar sefiales de diferente origen.

En primer lugar se reprodujeron los experimentos de Westby utilizando pulsos cuadrados a una
frecuencia cercana a la del pez (Fig. 27). Los histogramas elaborados utilizando las latencias entre la

descarga del EOD vy el siguiente pulso interferente, muestran diferencias notables cuando se
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seleccionan fragmentos de registro donde predomina el patrén de abolicion de interferencia (Fig.
27A) o el de sincronizacion (Fig. 27B). Para el patrén de sincronizacion se observa un pico en la
primera mitad del intervalo entre EODs (Fig. 27B inferior), mientras que para el patrén de abolicidn
de interferencia el pico se localiza en la segunda mitad del intervalo entre EODs (Fig. 27A inferior).
Cuando comparamos los histogramas obtenidos para ambos patrones de comportamiento motor,
con el curso temporal de la ventana de baja respuesta de las células esféricas, representada por el
promedio de varios registros de pulsos pareados a diferentes latencias, observamos que para el
comportamiento de sincronizacidn el pico del histograma de latencias cae dentro de la ventana de
baja respuesta, mientras que para el patron de abolicién de interferencia cae fuera de esta (Fig
27C). Estos resultados sugieren que ambos comportamientos podrian determinar diferencias en la
trasferencia de informacién para la via rapida, dada la relacion entre los picos de los histogramas y
la ventana de baja respuesta. Y podrian implicar que durante la evitaciéon de interferencia las
sefiales propias e interferentes compartirian la via, mientras que en la sincronizaciéon se

optimizarian las sefiales propias.
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Figura 27. A,B) Rasters peri-EOD vy sus histogramas correspondientes (medio: DOE, inferior: pulso interferente). C) La
comparacion del periodo refractario de las células esféricas observado al aplicar pulsos pareados a diferentes
intervalos, entre trazos simples (superior) y el promedio de 10 respuestas celulares a cada intervalo entre pulsos
(medio superior), muestra que ademas de una disminucion de la probabilidad de descarga a latencias cortas, existe un
incremento progresivo de la variabilidad de la latencia del potencial de accidn. Note que mientras que en la respuesta
de abolicién de interferencia cldsica, el pico de probabilidad de ocurrencia del estimulo interferente se localiza en la
region de mayor capacidad de respuesta (histograma superior), la respuesta de sincronizacién presenta un pico de
probabilidad en la regidon con peor capacidad de respuesta del intervalo inter-DOE (histograma inferior).
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Resultados

Relacion de fase entre los eventos auto y alo-generados durante los despliegues
comportamentales: Como se menciond en la seccidén anterior, los despliegues de modulacién de
fase observados en presencia de co-especificos se deben a incrementos repentinos de la frecuencia
de descarga del ndcleo marcapaso. La aplicacion en el agua de un tren de estimulos artificicales
(estimulos interferentes) a una frecuencia constante, similar a la frecuencia de descarga del pez, ha
sido capaz de reproducir el patrén electromotor observado en condiciones naturales (Fig. 28 y 29).
Los “graficos raster” de la figura 28 comparan la secuencia de intervalos entre DOEs en presencia y
ausencia de interferencia. Bajo interferencia, aparecen aceleraciones transitorias de la frecuencia
de descarga de las EODs. Estas aceleraciones se encuentran representadas como un segundo pico

en el histograma inter-EOD de primer orden (Fig. 28C parte inferior, flecha roja).

Figura 28. Series temporales de la DOE en reposo y
bajo interferencia en G. omarorum. A) La estacion
experimental para experimentos comportamentales
consiste en una pecera pequefia donde el pez fue

restringido en una red. Los estimulos interferentes

fueron pulsos cuadrados aplicados a una frecuencia
constante. Se adquirieron de forma simultanea el

|

0
pulse generator

EODs Eq_DS o

alone % i
+ &

artefacto del estimulo

registro cabeza-cola y el
interferente. En algunos experimentos se registrd el

potencial de campo del cerebro a nivel del nucleo
magnocellular mesencefédlico (representado por el
amplificador en rojo). En B (condicion de reposo) y en C
(bajo interferencia) se comparan las secuencias de
inter-DOE. B)
obtenidos de los registros cabeza cola en reposo.

intervalos Superior: datos crudos

Medio: Gréfico raster de los intervalos inter-DOE.
Inferior: Histograma de los intervalos inter-DOE de

0| _
8 3 !’ primer orden. C) Superior: datos crudos obtenidos de
% g los registros cabeza-cola muestran la DOE y el artefacto
§ L 5 A ”.'.. interferente (asterisco). Medio: grafico raster que
& muestra el acortamiento transitorio del intervalo inter-
(d
v “‘.q:.: DOE en presencia de la interferencia. Inferior:
* Histograma de los intervalos inter-DOE de primer
ccotn o orden mostrando dos picos, uno que corresponde a los
intervalos mds largos y el otro (flecha roja) las
mean interval mean interval aceleraciones mayores.
EOD =29.05 ms EOD =28.4 ms
Interf =29.1 ms
5% 5% ‘
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La Figura 29 ilustra un experimento comportamental tipico. Para casi todos los intervalos inter-EOD
hay un estimulo interferente intercalado (Fig. 29A). El grafico raster combinado muestra como el
pez alterna entre el régimen de evitaciéon de interferencia (segmentos verdes, Fig. 29B) y de
sincronizacién (segmentos azules, Fig. 29B). El grafico se encuentra centrado en el tiempo de
ocurrencia de la DOE (la serie vertical de puntos rojos). La siguiente DOE se encuentra representada
por la serie de puntos rojos del lado derecho. El intervalo entre la DOE de referencia y el siguiente
estimulo interferente (fase) y el previo (cofase, puntos negros) varian como consecuencia del
cambio en el intervalo inter-EOD instantdneo. Los despliegues comportamentales de los peces
provocan una distribucién despareja de la fase de los eventos alo-generados en torno a la DOE,
como se muestra en el histograma perievento (Fig. 29C). Este resultado es diferente de lo que se
podria esperar de dos relojes independientes. Como consecuencia del despliegue comportamental
del pez, el nUmero de eventos alo-generados a fases cortas luego de la DOE aumenta a expensas
del numero de eventos alo-generados a fases mas largas. Un segundo pico menos marcado aparece
alrededor de los 15-20 ms luego de la DOE auto-generada. Mientras que el primer pico es generado
durante las sincronizaciones, el segundo se asociado a la respuesta de evitacion de interferencia.
Ambos despliegues combinados causan una disminucién de la probabilidad de ocurrencia de
estimulos interferentes antes de la siguiente DOE auto-generada (Fig. 29B). Considerando que el
intervalo entre pulsos interferentes es constante, este resultado indica que la probabilidad de
ocurrencia de la interferencia a diferentes fases a lo largo del intervalo inter-DOE es controlada por

el comportamiento electromotor de pez.

Considerando que en todos nuestros experimentos los intervalos entre estimulos alo-generados
fueron constantes, los histogramas peri-estimulo indican que la probabilidad de ocurrencia del
estimulo interferente a diferentes fases a lo largo del intervalo inter-EOD depende fuertemente (y
en cierta medida es controlada) del comportamiento electromotor del pez. El comportamiento
electromotor observado cuando el pez es interferido por un co-especifico se caracteriza por
incrementos repentinos de la frecuencia de descarga del nucleo marcapaso. Estas respuestas son
desencadenadas tanto por estimulos sensoriales que coinciden con la DOE propia, o por estimulos
que preceden en menos de 5 ms la DOE propia (Westby, 1974; Westby, 1979; Westby, 1981;
Capurro y cols., 1988). El despliegue electromotor producido por dos peces interactuando fue
reproducido al sustituir uno de ellos por un pulso artificial aplicado al agua a frecuencia constante
(Fig. 29A-B). La frecuencia del pulso artificial fue similar a la frecuencia media de descarga del pez
interferido. Los histogramas peri-evento indican que la probabilidad de interferencia es mayor
tempranamente dentro del ciclo entre DOEs y en consecuencia, es menor antes de la siguiente DOE

(Fig. 29C).
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Figure 29. Comportamiento de evitacion de
interferencia de G. omarorum. El ejemplo muestra
un despliegue tipico desencadenado por estimulos
eléctricos interferentes (1 ms de duracion)
aplicados a una frecuencia constante cercana a la
frecuencia media de descarga de la DOE. El “raster
plot” esta referido al tiempo de ocurrencia de la
DOE (la serie vertical de puntos rojos). A) Datos
crudos mostrando los artefactos correspondientes
a las DOEs y los estimulos artificialess. Se definen
los siguientes términos: a) interval inter-DOE
(tiempo entre DOEs sucesivas), b) intervalo inter-
estimulos interferentes (tiempo entre estimulos
interferentes sucesivos) quien es la suma de c) la
fase (tiempo entre la DOE vy el siguiente estimulo
interferente) y d) la co-fase (tiempo entre el
estimulo interferente y la siguiente DOE). B)
“Raster plots” montrando el curso temporal del
intervalo inter-DOE (puntos rojos) y el curso
temporal de la fase (puntos negros a la derecha de
la DOE) y cofase (puntos negros a la izquierda de la
DOE). La flecha indica el curso del experimento
(duracion total 30 s).
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La excitabilidad de las neuronas esféricas: El filtro sensorial de la via electrosensorial rapida se
encuentra determiando por las propiedades intrinsecas de las neuronas esféricas. En estas células,
la descarga de un potencial de accién es seguida por la activaciéon de una corrinte de K de bajo
umbral, no inactivante, que previene la ocurrencia de descargas repetitivas independientemente de
la duracidn o intensidad del estimulo intracelular (Nogueira y cols., 2006). Dicha conductancia dota
a las neuronas esféricas de uno de los mas elementales y poderosos filtros neurales: una reduccion
post-espiga de la excitabilidad de entre 10 a 15 ms de duracion. Para mostrar la expresion funcional
de este fenédmeno de membrana, estudiamos el efecto de pulsos depolarizantes idénticos (1.5 ms,
5-50 % por encima del umbral) que reproducen respectivamente el efecto de las DOEs, y de los
estimulos interferentes intercalados de acuerdo a patrones comportamentales previamente

registrados (Fig. 30).

Behavioral experiment A

EOD y t 1 1 *

interfering pulses

In vitro experiment’ B
V V¥ \} v v/ v \} v V
intracellular stimulus i
train Ch1 I l I

EOD monitor Ch2

interference mon Ch3 I 1 I I

Figura 30. Construccion del tren de estimulos intracelulares. A) Los tiempos relativos de
ocurrencia de las DOEs y de los pulsos interferentes fueron selecionados de registros de
experimentos comportamentales utilizando una resolucidn temporal de 20 ps. A partir de
estos datos se construyd un archivo conteniendo tres canales (software casero): Canal 1) tren
de estimulos intracelulares rectangulares de 1.5 ms de duracién que inician al tiempo de
ocurrencia de la DOE (rectangulos vacios), y estimulos similares a los anteriore que inician al
tiempo de ocurrencia de los estimulos interferentes (rectangulos negros); Canal 2) el monitor
de la DOE, donde solo se representan los estimulos que ocurren a los timpos de la DOE; y
Canal 3) el monitor de la interferencia donde solo se representan los estimulos que ocurren a
los tiempos de los estimulos interfenretes. El Canal 1 se utilizd para comandar el puerto de
activacion de pulsos del Axoclamp 2B. La intensidad fue controlada mediente los controles
del puerto activador de pulsos del Axoclamp 2B. Los canales 2 y 3 fueron registrados en
simultaneo con las salidas de voltaje y de corriente del Axoclamp 2B.
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La respuesta neuronal obtenida bajo una secuencia de estimulacién natural, reprodujo los
resultados obtenidos, in vitro, mediante la aplicacion de pulsos pareados a intervalos variables
(Nogueira y cols., 2006). En este caso, el periodo refractario prolongado fue caracterizado
graficando la tasa de falla (Fig. 31A) y el coeficiente de variacion de la latencia de las espigas (CV,
Fig. 31B), en funcién del intervalo inter estimulos. Independientemente de su identidad (estimulos
qgue ocurren al tiempo de la DOE o del estimulo interferente) cuando un estimulo se encuentra
precedido de una espiga por menos de 12 ms, la respuesta es bloqueada (Fig. 31A), o la latencia de
la respuesta evocada presenta una alta variabilidad (100 us de desvio estandar en un sistema capaz
de resolver diferencias de 400ns, Carr y cols., 1986; Fig. 31B) que decrece en funcion del intervalo
entre espigas consecutivas. Cuando el tren de estimulos estuvo compuesto Unicamente por
estimulos a los tiempos de ocurrencia de las DOEs, los intervalos fueron siempre mayores de 25 ms
y en consecuencia la tasa de falla fue nula. Cuando el tren de estimulos estuvo compuesto por
estimulos reproduciendo los tiempos de las DOEs y de los estimulos interferentes intercalados,
cualquier estimulo precedido por una espiga ocurrida entre 10 y 14 ms antes, no provocd la
descarga de un potencial de accidon (Fig. 31A) o experimentd un incremento de la variabilidad de la
latencia del mismo (Fig. 31B). Basados en la reduccidn de la capacidad de respuesta de las neuronas
esféricas al mismo protocolo de estimulacion, en presencia y ausencia de interferencia, concluimos
que el limite superior de toda la informacién mutua entre la entrada y la salida de las neuronas

individuales deberia reducirse en presencia de interferencia (Reike y cols., 1999).

100 — Figura 31. Refracteriedad de las neuronas
A esféricas bajo patrones naturales de

g\;‘ estimulacién. Cuando la célula recibe patrones
~ de estimulos conteniendo la serie de intervalos
% obtenida durante experimentos
; ] comportamentales, el period refractario luego
5 de cualquier potencial de accién (tanto los
E provocados por los estimulos-DOE, simbolos

vacios, o por los estimulos-I, simbolos negros)

0 I es idéntico: A) periodo refractario absoluto
(tasa de falla del potencial de accidn en funcion
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La hipétesis del filtro dinamico: Las caracteristicas detalladas del proceso de decodificacion de la
imagen que ocurre a nivel del nudcleo magnocelularis aun no se conocen. Sin embargo, es
importante responder la pregunta de si las neuronas esféricas responden de manera diferente a
cada uno de los patrones de estimulacién intercalados. Por lo tanto, analizamos la capacidad de
respuesta tanto de las células individuales como de la via electrosensorial rapida a cada una de las
series de estimulos (estimulos que ocurren al tiempo de la DOE y de los estimulos interferentes).
Teniendo en cuenta los cambios en la secuencia de las DOEs ocurridas en presencia de interferencia
(Fig. 28), el patron de probabilidad peri-DOE de los estimulos interferentes causado por estos
despliegues comportamentales (Fig. 29), y el periodo refractario prolongado de las neuronas
esféricas (Nogueira y cols., 2006), inferimos que la respuesta del nicleo marcapaso a la interferencia
sensorial causa diferencias significativas en la respuesta de las neuronas esféricas a las DOEs y a los

estimulos interferentes.

La respuesta de las neuronas esféricas depende del patron temporal de estimulacién: Nueve
neuronas esféricas, identificadas visualmente en las rodajas coronales de cerebro, fueron
registradas en modo “whole-cell”, en condiciones de fijacién de corriente. Para reproducir el patron
de aferencia sindptica que la neurona habria recibido in vivo durante un despliegue
comportamental de abolicién de coincidencias, utilizamos un régimen de estimulacién reconstruido
a partir de experimentos comportamentales previos (Fig. 30). Luego del experimento, se
seleccionaron periodos peri-stimulo (desde 1ms antes y hasta 5 ms después de cada estimulo) a
partir de los trazos continuos de potencial de membrana. Los periodos asi establecidos fueron
clasificados y separados en dos grupos, correspondientes a la respuesta obtenida por la aplicacion
de los estimulos ocurridos al tiempo de las DOEs (estimulos-DOE) y los ocurridos al tiempo de los
estimulos interferentes (estimulos-1). A partir de estos datos comparamos la probabilidad de
respuesta y el coeficiente de variacidn de la latencia de las espigas (CV) evocados por ambas series

de estimulos.

La tasa de falla fue menor para los estimulos-DOE que para los estimulos-l en todos los
experimentos (14 + 3.7 % and 36.7 + 4.1% para estimulos-DOE y estimulos-I respectivamente,
Wilcoxon signed-rank test p<0.01, N=11 series de estimulacidn en 9 células estudiadas, utilizando
una intensidad de estimulacion de 1.1 + 0.02 umbrales). Ademas, la latencia de las espigas evocadas
por estimulos-DOE fue menos variables que la latencia de las espigas evocadas por estimulos-1 (CV

0.043 + 0.01 vs. 0.069 + 0.015 para estimulos-DOE y estimulos-1 respectivamente, Wilcoxon signed-
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rank test p<0.01, N=11 series de estimulacion). Los histogramas de latencia de las espigas muestran
una mayor probabilidad de las latencias cortas para las espigas evocadas por estimulos DOE (Fig.

32A and B).

Teniendo en cuenta que todos los estimulos fueron idénticos, el efecto diferencial observado en la
transferencia de informacion obtenida para los estimulos-DOE y los estimulos-l solo puede ser
atribuido a la modulacién de fase del nidcleo marcapaso. La dependencia de la respuesta de la
secuencia de los eventos, fue confirmada mediante experimentos control (trazos negros, Fig. 32). En
6 neuronas, la respuesta a estimulos ordenados en secuencia natural fueron comparados con
secuencias control compuestas por el mismo grupo de intervalos inter-estimulo-DOE pero cuyo
orden fue barajado. La diferencia en los histogramas obtenidos para las espigas evocadas por
estimulos-DOE y por estimulos-I desaparecieron en las corridas en que los intervalos inter-DOE
fueron barajados. Estos experimentos mostraron: a) una tasa de falla y una variabilidad de la
latencia de las espigas significativamente menor para los estimulos-DOE en la secuencia natural de
estimulcion que en la barajada (Wilcoxon ranked-sum test, p=0.0022, 8 epochs, 6 cells); b) una tasa
de falla significativamente mayor para los estimulos-I en los patrénes naturales de estimulacion que
en los barajados (Wilcoxon ranked-sum test, p=0.0022, 8 epochs, 6 cells); c) no se encontraron
diferencias significativas para ambos tipos de estimulo en los patrones de estimulaciéon con la
secuencia de intervalos inter-DOE barajada (tasa de fallas= 28.9 + 7.5 % vs. 28.8 + 4.8 %; y CV =

0.062+0.014 vs. 0.059+0.009 respecttivamente; Wilcoxon signed-rank test, p>0.1, 8 epochs, 6 cells).
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Figura 32. Probabilidad de ocurrencia del potencial de accién en funcion de la latencia post-estimulo.
Comparacién de la respuesta de las neuronas esféricas a estimulos idénticos aplicados de acuerdo a los siguientes
regimenes: i) un tren de pulsos aplicados siguiendo un ritmo que reproduce la DOE natural e intercalado, una senal
interferente de frecuencia constante (los resultados se muestran como histogramas de barras); ii) trenes de pulsos
conteniendo los mismos intervalos inter-DOE pero barajados, junto con las sefales interferentes intercaladas a
frecuencia constante (trazos negros). Los histogramas muestran la probabilidad de la latencia de los potenciales de
accidn calculada para cada uno de los cuatro tipos de estimulos. A) Estimulos-DOE en la secuencia natural (barras
rojas) y su pareja con la secuencia barajada (trazos negros). B) Estimulos-I en la secuencia natural (barras azules) y su
pareja con la secuencia barajada (trazos negros). En los experimento con secuencia natural el area (efectividad del
estimulo) y lo picudo (precisidén) de los histogramas de latencia de las espigas fue mayor par a las respuestas a los
estimulos-DOE (A) que para los estimulos-I (B). Los histogramas obtenidos de las parejas con los intervalos inter-DOE
barajados no mostraron diferencias significativas (trazos negros en Ay en B).

Las diferencias en la tasa de fallas y en la variabilidad de la latencia pueden ser facilmente
explicadas si ponderamos el efecto del periodo refractario con la probabilidad del estimulo. La
modulacién de la actividad del nucleo marcapaso determina que la probabilidad de ocurrencia de
los estimulos-I dentro de la ventana de 12 ms siguentes al estimulo-DOE sea siempre mucho mayor
qgue la probabilidad para los estimulos-DOE de caer en la misma ventana de tiempo luego de los
estimulos-I (Fig. 33A-B). Como consecuencia la probabilidad de provocar la descarga de un potencial
de accion a una latencia constante para una determinada intensidad de estimulacién aplicada es
mayor para el tren de estimulos-EOD que para el estimulo interferente (Fig. 33C-D). Ademas, los
histogramas peri-evento muestran que la probabilidad de ocurrencia de espigas evocadas por
estimulos-l a intervalos largos luego de los estimulos-DOE (y con el potencial de interferir la
respuesta del siguiente estimulo-DOE) es menor que la probabilidad observada para los mismos
intervalos en los experimentos control (compare las barras rojas con los trazos negros). Esto es
debido a que el pez modula su propia tasa de descarga evitando de esta forma el periodo refractario

de las espigas evocadas por los estimulos-I.
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Figura 33. Las diferencias en la tasa de falla y la variabilidad de la latencia de los potenciales de accién se deben a
la combinacion del periodo refractario y de la probabilidad post estimulo. Fila superior: Histogramas post-estimulo
que muestran en A) la probabilidad de ocurrencia de la DOE (barras rojas) luego de la interferencia (flecha azul a
tiempo 0) y en B) la probabilidad de ocurrencia de la interferencia (barras azules) luego de la DOE (flecha roja a
tiempo 0). La probabilidad de ocurrencia de la DOE a fases cortas luego de la interferencia es menor mientras la
interferencia ocurre mas frecuentemente a fases cortas luego de la DOE. Estos histogramas se encuentran
superpuestos a aquellos obtenidos a partir de experimentos control en los cuales se barajé la secuencia de
intervalos inter-DOE (escaleras). Fila inferior: Histogramas post-estimulo que muestran en C) la probabilidad de
ocurrencia de las espigas provocadas por los estimulos-DOE (barras rojas) luego de los estimulos-I (flecha azul a
tiempo 0), y en D) la probabilidad de ocurrencia de las espigas provocadas por los estimulos-I (barras azules) luego
de los estimulos-DOE (flecha roja a tiempo 0). Los histogramas en A) y C) muestran que los estimulos-DOE fueron
mas eficientes porque las modulaciones naturales de la frecuencia de descarga del nucleo marca-pasos los
mantienen fuera de la ventana de refractariedad que sucede a las respuestas de los estimulos-I. Por el contrario, los
histogramas B) y D) muestran que las modulaciones del nlcleo marca-paso mantiene a la mayoria de los estimulos
interferentes en la ventana de refractariedad que sucede a la DOE. Entonces, una mayor porcién de los estimulos-I
resultan bloqueados o provocan espigas con mayor variabilidad de latencia. Las escaleras negras representan los
histogramas post-evento obtenidos cuando la secuencia de intervalos inter-DOE fueron barajados.
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La consistencia de este fendmeno fue puesta a prueba mediante la aplicacién a la misma neurona
de: a) diferentes trenes de estimulos reconstruidos a partir de dos experimentos comportamentales
independientes (2 células), y b) el mismo tren de estimulos a diferentes intensidades (4 células). La
intensidad del estimulo intracelular, y los diferentes registros del despliegue comportamental de
evitaciéon de interferencia, presentaron diferencias qualitativamente similares en el efecto de la
secuencia de intervalos de los pulsos que reproducen las sefiales auto-generadas en la informacién

transferida por la neurona (Fig. 34).
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Figura 34. Las diferencias observadas en la respuesta a estimulos-DOE e interferentes
son similares para diferentes secuencias de estimulacion e intensidades de las
mismas. El histograma post-estimulo de las espigas evocadas muestra uno de los
experimentos en los que la misma neurona fue estimulada con diferentes intensidades
(1.1y 1.26 umbrales en A y B respectivamente), y con dos secuencias de estimulacion
obtenidas de experimentos comportamentales diferentes (compare los histogramas
peri-evento A y C obtenidos con una intensidad de estimulacién de 1.1 umbrales). Las
barras grises corresponden a la probabilidad de ocurrencia de las espigas evocadas por
la interferencia luego de los estimulos-DOE. Las escaleras corresponden a la
probabilidad de las espigas evocadas por estimulos-DOE luego de los estimulos
interferentes.
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La respuesta de la via electrosensorial rapida a las seiiales autogeneradas se encuentra facilitada
en peces que descargan libremente: El potencial de campo evocado en la via electrosensorial
rapida en respuesta a la aplicacién de un estimulo eléctrico de corta duracién es un potencial de
acciéon compuesto, cuya amplitud y duracidn se encuentran determinadas por el grado de
coincidencia de todas las espigas disparadas por el total de la poblacién de neuronas esféricas. Por
lo tanto, dado que la latencia de la espiga es la variable de codificacidn, la estabilidad de la espiga
compuesta ante la aplicacion de un estimulo constante constituye un buen indice de la

transferencia de informacion a través de la via.

Los resultados obtenidos in vitro sugieren que los potenciales de campo obtenidos en respuesta a la
DOE deberian ser menos variables (y por lo tanto contener mas informacion sobre la entrada) que
los potenciales de campo obtenidos en respuesta a los estimulos interferentes. Esta prediccion fue
confirmada en dos peces implantados de forma crénica con electrodos de registro a nivel del nucleo
de proyeccidon de las neuronas esféricas. Los animales implantados desplegaron patrones de
abolicién de coincidencia cuando un tren de estimulos de frecuencia constante fue aplicado al agua
a una frecuencia cercana a la media de la descarga del drgano eléctrico del pez registrado (Fig. 35A).
En periodos en los que el pez se encontraba en relaciéon espacial constante con los electrodos de
registro y el tanque, la espiga compuesta provocada por la DOE se mantuvo telativamente estable
en duracién y amplitud, pero la espiga compuesta provocada por el estimulo interferente fue varias
veces mas variable en ambos animales (Fig. 35B-C). Los resultados y argumentos previos nos llevan
a concluir que este mecanismo sirve para aumentar la tranferencia de informacién autogenerada en

detrimento de la interferente, haciendo posible distinguir el origen de las sefiales aferentes.
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Figura 35. Potencial de campo en respuesta a senales auto- y alo-generadas en un pez desacrgando
libremente. Los graficos raster en A) muestran el curso temporal de la fase del estimulo interferente (rojo) y
el intervalo inter-DOE (negro), en B) la amplitud de los potenciales de campo evocados por los estimulos
interferentes, y en C) la amplitud de los potenciales de campo evocados por las DOEs. El curso del
esperimento va de arriba hacia abajo. Los rasters B y C estdn a la misma escala temporal. Los histogramas
inferiores muestran en A) la probabilidad de interferencia luego de la DOE (rojo) y el histograma de intervalos
de primer orden de la DOE (negro). Los histogramas de amplitud en B y C muestran la amplia dispersion de la
amplitud de la respuesta a la interferencia (B inferior, rojo) en contraste con la relativa constancia de la
respuesta a la DOE (C inferior, negro) Esto indica el mayor grado de confianza en la transferencia de
informacidn para las sefiales auto-generadas a través de la via.
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Discusion

En muchos sistemas sensoriales la segmentaciéon de las sefiales autogeneradas se encuentra
mediada por mecanismos de espectativa implementados por comandos internos que facilitan las
sefiales deseadas o inhiben las senales no deseadas. Estos mecanismos se implementan mediante
al control sindptico de la respuesta de las neuronas sensoriales. Aqui se muestra que los
mecanismos de compuerta sensorial, también pueden ser implementados por las propiedades
neuronales intrinsecas si los actos motores ocurren en una secuencia temporal apropiada. Estos
resultados enfatizan el papel clave de estas propiedades neuronales en el procesamiento sensorial,
y en la identificacidn y segmentacion de sefiales por parte de redes neurales. Ademads, este
constituye un ejemplo adicional de la regla general propuesta por Llinas (1998): “las propiedades
eléctricas autoritmicas de las neuronas centrales y sus conecciones forman la base de un sistema
funcional ccordinado que provee de un contexto interno a la entrada sensorial”.

En particular, este trabajo muestra un filtro dindmico con un componente sensorial, basado en las
propiedades intrinsecas (particularmente en la expresién de una corriente de potasio de bajo
umbral resonante) de una neurona electrosensorial de tipo “onset”, y un componente motor
basado en las aceleraciones reflejas de un nucleo comando formado por neuronas marcapaso que
se encuentran estrechamente acopladas. En este sistema, las propiedades neuronales y el
comportamiento electromotor son condiciones minimas y suficientes, cuya combinacién basta
para identificar y segregar las sefiales autogeneradas presentes en una secuencia que contenga una
mezcla de eventos sensoriales auto- y alo-generados. El filtrado sensorial por parte del patrdn
temporal de actividad electromotora constituye un mecanismo alternativo al corrimiento ténico en
la frecuencia de la DOE observada en peces de onda (jamming avoidance response) (Heiligenberg,
1991; Kawasaki 1993). A pesar de la amplia similitud entre los gymndtidos de onda y de pulso, los
mecanismos de evitacidon de interferencia parecen ser diferentes. Mientras que el corrimiento
ténico de la frecuencia de descarga del érgano eléctrico que presentan los peces de onda reduce la
modulacion de fase y amplitud experimentada por la senal auto-generada, las aceleraciones
transitorias del nlcleo marcapaso presentadas por los gymnétidos de pulso son utilizadas por el pez
para forzar las las sefales alo-generadas a ocurrir dentro del periodo refractario generado por las
sefiales propias a nivel de las neuronas “onset” de segundo orden. Estas aceleraciones transitorias
del nucleo marcapasos son desencadenadas por eventos eléctricos alo-generados que ocurren en
proximidad temporal de la descarga del pez. Como resultado de las aceleraciones, las sefiales auto-
generadas son facilitadas, en detrimento de las sefiales alo-generadas.

A pesar de que las propiedades del decodificador aiin no han sido bien caracterizadas, nuestros

hallazgos sugieren que la precisién con que el tiempo de ocurrencia de la espiga es capaz de
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representar la intensidad del estimulo es menor para las sefiales alo- que para las auto-generadas.
Esto sugiere un efecto diferencial del comportamiento del pez sobre la transmisién de informacidn
para las sefiales auto- y alo-generadas. Las diferencias observada en la tasa de fallas y en el
coeficiente de variacion de la latencia de la espiga parecen ser pequefias al nivel de células
individuales (22% tasa de falla y 2.5% en variabilidad). Sin embargo, se debe tener en cuenta que la
imagen de un co-especifico estd compuesta por estimulos locales de menor amplitud, y distribuidos
sobre un area de piel menor que la estimulacidn basal autogenerada. Como consecuencia solo una
fraccion de la poblacidn de las células “onset” recibe el efecto de los estimulos alo-generados.
Ademas, en general se piensa que las sefiales son decodificadas en el ndcleo magnocellularis por
deteccion de coincidencia (Carr y cols., 1986b, 1986¢; Schlegel, 1977). Este mecanismo es afectado
negativamente tanto por la ausencia de arribo o por la llegada fuera de tiempo de un estimulo
aferente. El incremento en las diferencias de la capacidad de respuesta por un efecto de poblacién
debe aumentar el poder del filtro sensorial. Esto es compatible con los resultados obtenidos en los

animales crénicamente implantados.

Una interpretacion del mecanismo descrito es que el pez cambia su frecuencia para mantener a las
sefiales alo-generadas dentro una “sombra refractaria” de sus propias respuestas. Este despliegue
comportamental llamado “eco-response” ocurre verdaderamente en Mormiridos, cuya frecuencia
de descarga de la DOE es mas lenta y usa una descarga corolario para segmentar las sefiales auto-
generadas (Bell y cols., 1974). En este comportamiento la mejor estrategia es descargar a la misma
frecuencia que la DOE externa. En cambio, en Gymnotus omarorum, la reduccién del efecto de la
interferencia es consecuencia de la respuesta del nicleo marcapaso a la interferencia sensorial. De
hecho, estudios tedricos y experimentales (Capurro y cols., 2001; Lorenzo y Macadar, 2005; Bell y
cols., 1974) sugieren que para el pez no es necesario identificar una sefal “auto-generada” real
para generar el comportamiento de evitacién de interferencia. Estos estudios (Capurro y cols.,
2001; Lorenzo y Macadar, 2005; Bell y cols., 1974) indican que la deteccion de unos pocos
estimulos novedosos es suficiente para desencadenar el comportamiento de evitacion de
interferencia. Las aceleraciones también son desencadenadas por estimulos que preceden
cercanamente o que coinciden con un sustituto de la DOE en animales curarizados (Lorenzo y
Macadar, 2005). Se puede asumir que el mismo mecanismo sensorial usado para la deteccién de
novedad también puede servir para desencadenar las aceleraciones necesarias para establecer un
mecanismo de filtrado sensorial basado en la regulacién del tiempo de ocurrencia de los actos
motores. A pesar de ser un mecanismo menos eficiente que la prediccidn precisa del tiempo de
ocurrencia de la interferencia, la reacciéon ante la novedad es un mecanismo eficaz y seguro. Las

aceleraciones transitorias en respuesta a cambios en las senales auto-generadas son un tipo de
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respuesta comun en los peces eléctricos (llamadas respuesta de novedad) (Lissmann, 1958; Caputi y
cols., 2003). Esas respuestas corresponden a la deteccidon de diferencias entre la imagen eléctrica
presente y el promedio movil de entre 100 y 1000 imagenes previas (Caputi y cols., 2003). Es
probable que la interferencia por coincidencia o por la modificacion de la capacidad de respuesta
de la via electrosensorial lenta se encuantren involucradas en la activacion de las aceleraciones del

nucleo marca paso.

En muchos sistemas soriales la latencia de la primera espiga acarrea informacidn importante de la
identidad (auto- o alo-generadas) de las sefiales sensoriales (Bell y Grant, 1989; Heiligenberg y cols.,
1978). El cdédigo de latencia de la primera espiga también ha sido descrita como un possible
mecanismo de trasferencia de informacidn en sistemas sensoriales, aln cuando no existe una
referencia interna con la cual comparar (Heiligenberg y cols., 1978). Ademas, este mecanismo
podria ser complementario de los mecanismos de percepcién ligados a la acciéon provistos por
descargas corolario presentes en la electrorecepcion (Bell, 1981; Bell y Grant, 1989; Bell y Grant,
1992) y en otros sistemas sensoriales (Sperry, 1950; Bell, 1981; Poulet y Hedwig, 2006; Sommer y
Waurtz, 2002).

En presencia de periodos refractarios prolongados el control del tiempo relativo de ocurrencia de
las senales auto- y alo-generadas podria ser un mecanismo simple y eficiente para facilitar (o para
bloquear) tanto las senales auto- como alo-generadas. De hecho, todos los elementos parecen
encontrarse presentes por lo menos en el sistema somatosensorial. Ha sido propuesto que control
motor del tiempo de ocurrencia de las acciones auto-generadas podria encontrarse regulado
centralmente a través de comandos descendentes discretos (Llinas, 1991), y también se ha
demostrado que este ritmo de auto-estimulacién puede ser transmitido a las aferentes sensoriales
(Wessberg y Vallbo, 1995, 1996), y que algunas neuronas del hasta dorsal de la médula espinal
expresan una conductancia de potasio de bajo umbral (Prescott y De Konink, 2002). Por lo tanto,
predecir ventanas de refractoriedad sensorial tanto para evitarlas o hacerlas coincidir con
commandos descendentes o actos motores podria ser un principio general de procesamiento

sensorial a ser explorado.
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PARTE VI: DISCUSION GENERAL

Potencial papel funcional de las “single spiking cells”; consideraciones comparativas: La
presencia de “single spiking cells” en sub-sistemas sensoriales que se especializan en la
preservacion y el andlisis de la informacidn temporal no es exclusiva de la via electrosensorial
rapida de gimndtidos de pulso. Neuronas con caracteristicas y significado functional similares se
encuentran en los sistemas electrosensoriales de los gimnétidos de onda (Szabo y cols., 1975;
Heiligenberg, 1991; Mehaffey y cols., 2006), pulso (Bell y Grant, 1989; Xu-Friedman y Hopkins,
1999) y mormiridos de onda (Kawasaki, 2005), asi como en el sistema auditivo (Carr et al., 2005) y
somatosensorial (Prescott y De Koninck, 2002) de vertebrados superiores. La via electrosensorial
rapida parece ser un sub-sistema electrosensorial presente en todos los peces que con
electrorecepcion activa (Szabo y cols., 1975). Las neuronas de segundo orden de estas vias también
son neuronas esféricas y carentes de dendritas. Aunque la via electrosensorial rdpida en
mormiridos de pulso y de onda ha sido bien descritas a nivel de sistema y circuital, el conocimiento
detallado de las propiedades intrinsecas de las neuronas de segundo orden todavia permanece
inexplorada en la mayoria de los peces. En gimnétidos, la caracterizacién del fenotipo de las
neuronas esféricas es incompleta. Sin embargo, las neuronas esféricas parecen estar adaptadas
para implementar la tarea de procesamineto de informacidon que la organizacién de los sistemas
electromotor y electrosensorial imponen. Las células esféricas de Eigenmannia difieren de las de G.
carapo en que no establecen sinapsis dendrosomaticas y en que proyectan a través del lemnisco
lateral a la lamina VI del torus contralateral (Carr y cols., 1981). Como en gimndtidos de pulso, la
DOE genera una activacion sincronizada de la via electrosensorial rapida de Eigenmannia (Szabo y
cols., 1975). Por lo que sabemos, las propiedades funcionales de las neuronas esféricas del ELL de
Eigenmannia se mencionan Unicamente en el libro de Heiligenberg (Heiligenberg, 1991) donde se
dice que no son capaces de seguir 1:1 un estimulo de 170 Hz. En Apteronotus, las neuronas
esféricas proyectan al nucleo magnocellular mesencefalico (Unico y medial como en gimnétidos de

pulso).

Mientras que en peces de onda la respuesta de abolicion de interferencia consiste en cambios
duraderos de la frecuencia de descarga del érgano eléctrico, los peces de pulso presentan
aceleraciones transitorias (Bullock, 1969). Eso implica diferencias tanto en el procesamiento de las
sefiales como en las propiedades intrinsecas de las neuronas esféricas. De hecho, la existencia de
un periodo refractario prolongado en las neuronas esféricas podria ser inadecuado para el
procesamiento de las sefiales reaferentes en los peces de onda que descargan a alta frecuencia.

Esto concuerda con el hecho de que la inmunohistoquimica para canales de potasio de alto alto
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umbral da positiva para las neuronas esféricas de Apteronotus (Mehaffey, 2006), donde podrian
facilitar la repolarizacién de la espiga sin generar un periodo refractario prolongado, como se
muestra para otros tipos neuronales del l6bulo electrosensorial de Apteronotus (Rashid, 2001;

Fernandez y cols., 2005).

“One-spike-neurons” que expresan rectificaciones de salida y de entrada similares también fueron
descritas en el asta dorsal de la medula espinal de mamiferos (Prescott y De Koninck, 2002), pero su
papel funcional en la computacién de la imdgenes somatosensoriales todavia permanece oscuro
(Graham y cols., 2004). Finalmente, las células esféricas de peces de pulso tienen mucho en comun
con células auditivas de aves y mamiferos (Carr, 2004). La combinacidn de conductancias descrita
es similar a la presentada por las células octopus y bushy del nicleo coclear ventral de mamiferos
(Golding y cols., 1999; Manis y Marx, 1991; Wu y Oertel, 1984; Brew y Forsythe, 1995; Oertel y
cols., 2000), y el nucleo angularis, nicleos magnocellular y lemniscal de aves, que comparten con
las células esféricas la capacidad de transmitir de forma precisa la informacién usando un cédigo de
latencia (Trussell, 1999; Rathouz y Trussell, 1998; Reyes y cols., 1994; Soares y cols., 2002). Estos
datos comparativos sugieren que las “one-spike-neurons” y las propiedades estructurales que las
deteminan evolucionaron de forma convergente en el sistema electrosensorial y auditivo (Carr,
2004; Carr y cols., 2005). Sin embargo, las variaciones observadas entre especies deben
coresponder a adaptaciones reciprocas entre la estructura celular y las funciones especificas. La
conductancia de potasio de bajo umbral descrita para células esféricas de peces de pulso se
desactiva lentamente, al igual que el canal de potasio de bajo umbral observado en células
auditivas de cobayo (constante de tiempo 12.5 ms) (Manis y Marx, 1991). Esta conductancia de
potasio parece ser la misma que da forma a la respuesta de las células octopus de raton (Golding y
cols., 1999). En otras células auditivas, la conductancia de potasio de bajo umbral es suplementada
por la presencia de una conductancia de potasio de alto umbral (Carr y cols., 2005). Como en las
células piramidales del ELL de Apteronotus donde la corriente de potasio de alto umbral facilita la
repolarizacion de la espiga y acelera la deactivacion de la corriente de potasio de bajo umbral

(Rashid, 2001; Fernandez y cols., 2005).
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PARTE VIl: CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten confirmar la hipdtesis general para el
caso particular de las neuronas esféricas de la via rapida. En primer lugar se demuestra que las
neuronas esféricas tienen capacidad de trasmitir de forma rapida y precisa el tiempo de ocurrencia
del estimulo. Entre los rasgos estructurales que podrian contribuir a dichas propiedades funcionales
de las neuronas esféricas se encuentran: a) Un soma esférico, pausidendritico, compacto desde el
punto de vista eléctrico que se comunica con un axén de gran calibre a través de un segmento
inicial angosto. b) La presencia de una sinapsis axosomatica mixta capaz de trasmitir de forma
rapida, precisa, y a alta frecuencia, la informacién que viene desde la periferia a través de las fibras
aferentes primarias. c) Una combinacién particular de conductancias de membrana especialmente
adaptada para favorecer la precisién temporal en la codificacidn y transmisidon de los estimulos.
Este ultimo aspecto ha sido el objeto de estudio del presente trabajo donde se demuestra que la
expresion de una conductancia de potasio de bajo umbral, determina que la célula descargue un
Unico potencial de accidon en relacion de fase precisa con el estimulo. Al no presentar inactivacién
esta conductancia es capaz de encontrarse parcialmente abierta en reposo, contribuyendo al
mantenimiento del potencial de reposo y determinando que la membrana se comporte como un
filtro pasa alto. Por lo tanto, las propiedades estructurales de las neuronas esféricas son
determinantes de la capacidad de la via rdpida de codificar de forma precisa el tiempo de descarga
del drgano eléctrico, y de la ventana de baja respuesta descrita al estudiar in vivo el potencial de

accidon compuesto que caracteriza a la via rapida.

Segundo, desde el punto de vista funcional las propiedades descritas determinan que las neuronas
esféricas se encuentren adaptadas para responder a variaciones rapidas y de corta duracién del
potencial de membrana. Tanto la amplitud como la pendiente de la variacidon de voltaje producen
cambios en la latencia y la variabilidad del tiempo de ocurrencia de la espiga. Teniendo en cuenta
esto ultimo es interesante destacar como la geometria neuronal, a pesar de ser una simple esfera,
podria constituir un factor importante dentro las propiedades neuronales. El hecho de la espiga se
genere probablemente en un sitio alejado del soma, y que las propiedades de filtro descritas
radican en el soma, nos permite pensar que el soma funcionaria como un filtro regulable
interpuesto entre la entrada sindptica y el sitio de generacién de la espiga, permitiendo una
regulaciéon aun mas fina de la codificacion del estimulo en la latencia de la espiga (Ashida y cols.,

2007).

La capacidad de responder a un estimulo con una sola espiga de temporalidad precisa y seguida de

un periodo refractario prolongado, puede tener varios significados computacionales dependiendo
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de la existencia o no de convergencia de varias fibras aferentes sobre una misma célula esférica y
de su peso sinaptico respectivo. La activacién rapida de la corriente de potasio de bajo umbral, que
no presenta inactivacién, determina que la célula actie como una compuerta “Y” de breve duracién
para estimulos sub-umbrales (McCulloch y Pitts, 1943; Arbib y cols., 1988). En efecto, la presencia
de una depolarizacidn facilita la respuesta en los 2 ms siguientes a su inicio; luego, la excitabilidad
celular se reduce muy rdpidamente. Esta propiedad, junto con la existencia de un soma
eléctricamente compacto, convierte a las neuronas esféricas en un buen dispositivo de deteccién
de coincidencias, en el cual la descarga de un Unico potencial de accién se produciria Unicamente
como consecuencia de la suma de varios estimulos sindpticos sub-umbrales en una ventana
temporal estrecha. Otras tres alternativas son posibles: i) en el caso de que la actividad sindptica
tardia fuese supra-umbral, la activacion precoz de una entrada sub-umbral podria causar un
bloqueo de la respuesta celular a la DOE; ii) la activaciéon de dos sinapsis de efecto supra-umbral
causarian la oclusién de la respuesta a la mas tardia; vy iii) en el caso de no existir convergencia
(fibra Unica) la neurona funcionaria como un transmisor altamente preciso de la informacién desde

las fibras aferentes a los centros superiores.

Tercero, dentro de los objetivos planteados en este trabajo se encuentra establecer la pertenencia
de las neuronas esféricas al fenotipo “one-spike-neuron” y deteminar si este grupo de neuronas es
definible como un “fenotipo funcional”. De acuerdo a lo establecido para el sistema auditivo las
“one spike neurons” (Soares y cols., 2002) se caracterizan por: a) ser compactas desde el punto de
vista eléctrico; presentar un soma relativamente esférico con poca arborizacién dendritica, b)
responder con una Unica espiga en relacidn precisa con la fase del estimulo; y c) mantener un
potencial de reposo estable aumentando de esta forma la precisién temporal de la respuesta.
Tienen ademas un papel importante en la codificacién de atributos sensoriales a través de un
codigo temporal (Carr, 1993 y 1986). Estas caracteristicas neuronales se encuentran presentes en
las neuronas esféricas de la via rapida del Lébulo Electrosensorial, por lo que se puede decir que
estas neuronas pertenecen al fenotipo “one spike neuron”. Este es uno de los fenotipos de neurona
qgue no ha sido claramente identificado auin como “fenotipo funcional” (ver Migliore y Shepherd,

2005).

Por otra parte, el andlisis del papel funcional de dichas neuronas en los diferentes circuitos en los
qgue han sido descritas muestra diferencias importantes. Se han definido dos papeles funcionales
para estas neuronas: a) Codificador temporal, con la capacidad de codificar y transmitir de forma
precisa el tiempo de ocurrencia de un estimulo sensorial. Ejemplos de esto son las neuronas del

sistema auditivo (Hackett y cols., 1992; Reyes y cols., 1994; Koyano y cols., 1996; Raman y Trussell,
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1992), y las neuronas esféricas de los segmentos mas mediales (que establecen contacto con una
Unica fibra aferente) del I6bulo electrosensorial de G. omarorum (Castelld y cols., 1998). b) Detector
de coincidencia, con la capacidad de sumar entradas sindpticas en una ventana temporal muy
estrecha. Ejemplo de este tipo son las neuronas del nucleo laminaris de aves y el nucleo medial de
la oliva superior (Moiseff y Konishi, 1983; Carr y Konishi, 1990; Reyes y cols., 1996; Grothe, 2003;
Carr y cols., 2001), y posiblemente las neuronas esféricas de los segmentos laterales del Lébulo
Electrosensorial de G. omarorum (Castelld y cols., 1998) y las neuronas del nucleo magnocellular

mesencefalico de la misma especie.

Es interesante destacar que la presencia o ausencia de corrientes de potasio de alto umbral, que
generan una importante hiperpolarizacidon post-espiga, pueden jugar un papel importante en las
capacidades computacionales de este tipo de célula (Manis y Marx, 1991; Brew y Forsythe, 1995;
Wang y cols., 1998; Rathouz y Trussell, 1998; Parameshwaran y cols. 2001; Nogueira y cols., 2006;
Johnston y cols., 2010). En las células del I6bulo eléctrico la repolarizacion es dominada por la
inactivacién de la corriente de sodio y la activacién de la corriente de potasio de bajo umbral, lo
que le da caracteristicas especiales y por lo cual podrian sub-clasificarse como “one-spike and

pause-neurons”

Cuarto, ées posible establecer la existencia de “fenotipos funcionales de neuronas” teniendo en
cuenta Unicamente la combinacién de propiedades estructurales? Si bien las “one-spike-neurons”
comparten sus principales rasgos estructurales, su papel funcional y la sintonia fina de sus
propiedades varian dependiendo del sistema y su posicion dentro del circuito en el que se
encuentran insertas. Con respecto a este Ultimo aspecto, el presente trabajo demuentra la
existencia de un nuevo papel funcional para las “one-spike and pause-neurons”, funcionando como
un filtro neuronal estereotipado puede formar parte de un filtro sensorial dindmico capdz de

segmentar las sefiales auto- y alo-generadas.
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Por ultimo, este trabajo de tesis sugiere las siguientes preguntas a ser abordadas en el futuro:

1) ¢Que diferencias estructurales y que papel funcional tienen las células esféricas de los

distintos mapas somatotopicos?

2) ¢Cuales son las propiedades estructurales de las neuronas esféricas de otras especies de

peces eléctricos de onda y de pulso con diferentes frecuencias de descarga del 6rgano

eléctrico?

3) ¢Como se decodifican las sefiales a nivel del nicleo magnocelularis?

4) ¢Cual es la consecuencia funcional de la segmentacion de sefiales propias e interferentes

producida a nivel de las neuronas esféricas?

5) éCuales son los mecanismos que explican la modulacion de la descarga del nucleo

marcapasos en presencia de una seial interferente?

6) ¢Que otros ejemplos de temporizacidon de acciones propias determinan una segmentacion

de las senales sensoriales reaferentes?

7) ¢éExiste corregulacidon entre las corrientes resonantes subumbrales expresadas por las

neuronas esféricas?

8) ¢Existe un periodo refractario prolongado en las neuronas equivalentes presentes en la via

auditiva? ¢De ser asi, que funcidn cumple?

9) ¢Que tipos moleculares de canales de potasio son expresados en las neuronas esféricas, y

cual es la localizacion subcelular de estos y de otros tipos de canales?
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PARTE VIII: MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos fueron realizados en animales de la especie Gymnotus Omarorum (Richer-
de-Forges et al., 2009) de una longitud comprendida entre 12 y 18 cm. Los especimenes fueron
colectados en la Laguna del Sauce, Maldonado, Uruguay (latitud 35.5°, longitud 55°). El cuidado del
los animales y los experimentos se realizaron de acuerdo a las normas de la Comisiéon Honoraria de
Experimentacién Animal de Universidad de la Republica (ordenanza 4332-99) y la International
Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals. Todos los procedimientos quirurgicos

se realizaron bajo anestesia profunda inducida por (0.5 mgi.p.).

Registro de potenciales de campo in vivo: La actividad evocada a nivel del nicleo magnocellular
mesencefalico por la descarga del érgano eléctrico o por estimulos artificiales, fue registrada con
dos alambres unidos (80 um de diémetro, aislados excepto en sus puntas) introducidos a través de
un pequeio agujero, en sentido descendente, hasta 1000-1200 micras de profundidad con
respecto a la superficie. Una vez finalizado el descenso los alambres fueron fijados con cemento
dental sellando el orificio de ingreso. Luego de ser implantados los animales fueron inmobilizados
durante unas horas en una malla plastica hasta que el efecto de la anesthesia desaparecié. Las
sefiales fueron amplificadas diferencialmente (ganancia-1000), filtradas con un filtro pasa-banda

(10-10 000 Hz), y digitalizadas con un Digidata 1322A.

Registros intracelulares: El cerebro fue cortado en rodajas de 200 uM, de forma perpendicular al
eje anteroposterior, utilizando un vibratomo. Una vez obtenidas, las rodajas fueron incubadas en
solucién con bajo sodio (mMolI™!): KCI (2), CaCl2 (2.6), KHPO4 (1.25), NaHCO3 (24), MgS04 (1.6),
glucosa (20), NaCl (0) y sucrosa (201), pH 7.4. Luego de un periodo de entre 30 y 60 min, las rodajas
fueron trasferidas a una solucién de registro normal, de las misma composicién que la anterior pero
conteniendo NaCl (120 mMol-I™) en sustitucién de la sacarosa. La identificacion primaria de las
células se realizd bajo microscopio, utilizando como referencia la organizacion laminar del Lébulo
Electrosensorial, bajo éptica de Nomarski en iluminacién infrarroja. Los registros se realizaron en

IM

modo “whole cell” utilizando microelectrodos de entre 5-12 MQ cargados con una solucién
conteniendo (mMol-I™): gluconato de potasio (122), MgCl2 (2.5), gluconato de magnesio (5.6),
CaCl2 (0.3), Na2ATP (5), K-Hepes (5), H-Hepes (5), EGTA (1) y biocitina (10); a pH 7.4. Las
propiedades intrinsecas de las células esféricas fueron estudiadas en modo de fijacion de corriente,
bajo diferentes protocolos de estimulaciéon. En algunos casos, con el objetivo de mejorar el

marcado intracelular, aplicamos corriente constante depolarizante e hiperpolarizante de forma

alternada durante algunos minutos para favorecer la inyeccidén de biocitina. Una vez finalizado el
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experimento el tejido fue fijado mediante la inmersién de las rodajas en buffer fosfato (PH 7,4)
conteniendo 4% de paraformaldehido. La biocitina contenida en las células registradas fue revelada
utilizando un protocolo estandar de avidina-biotina-peroxidasa—diaminobenzidina (Horikawa y

Armstrong, 1988).

Experimentos comportamentales: El comportamiento de abolicidon de interferencia descrito por
Westby (1974, 1979, 1981) fue reproducido en tres peces que se encontraban inmobilzados por
una malla plastica y descargaban libremente. Los estimulos interferentes (pulsos cuadrados de 1ms
de duracién) fueron generados mediante un estimulador electrico, acoplado opticamente con una
unidad aisladora de estimulos alimentada a bateria, que a su vez alimenté dos electrodos
localizados a 10 cm en una linea parasagital al pez. En cada experimento, la frecuencia del estimulo
fue fijada a la tasa media de descarga del égano eléctrico y mantenida constante durante todo el
periodo de registro. La intensidad del estimulo fue ajustada manualmente hasta que el pez
desplegd el comportamiento. Las DOEs y los estimulos artificiales fueron separadas
electrénicamente usando un “trigger Schmidt™ y sus tiempos fueron grabados independientemente
en canales separados. Los datos fueron analizados mediante la elaboraciéon de “graficos raster”
referidos a la DOE y los pulsos interferentes, y calculando los histogramas peri-DOE vy peri-estimulo

interferente.

Estimulacion intracellular con secuencias de estimulos construidas a partir de patrones naturales
de actividead aferente: Las células esféricas fueron estimuladas intracelularmente con trenes de
estimulos rectangulares idénticos. Para la construccion de estos trenes se utilizaron fragmentos de
un banco de registro de experimentos comportamentales (30 s de duracidn). El archivo de
estimulacion consistié en una serie de estimulos idénticos (1.5 ms de duracién, Fig. 30) aplicados al
tiempo de ocurrencia de la DOE (rectangulos vacios) o al tiempo de ocurrencia de los estimulos
interferentes (rectangulos llenos), obtenidos a partir registros de experimentos comportamentales.
Se registraron 4 canales simultdaneamente: la salida de a) corriente y b) voltaje del Axoclamp 2B
correspondientes a la corriente utilizada para estimular intracelularmente y al potencial de
membrane registrado, y dos imagenes separadas correspondientes a cada grupo de estimulos, los
que ocurren al tiempo de la DOE (estimulos-DOE) y los que ocurren al tiempo de la interferencia
(estimulos-1). Estas sefiales fueron digitalizadas con un Digidata 1322A y posteriormente procesadas
utilizando MATLAB. Luego del experimento, se seleccionaron periodos peri-estimulo (de 1 ms antes
hasta 5 milisegundos después de cada estimulo) de los registros continuos de potencial de
membrana utilizando un programa ad hoc. Estos periodos fueron clasificados en dos grupos

correspondientes a las respuestas a los estimulos-I y a los estimulos-DOE. En los pocos casos donde
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ocurrié coincidencia entre estimulos de ambos tipos la respuesta le fue asignada al pulso que
ocurrié primero. Para cada estimulo, adjudicamos la presencia de un potencial de accidon cunado un
transitorio rapido del potencial de membrana causado por el estimulo alcanza un nivel de
depolarizacién de -20 mV. La latencia de la espiga fue definida como el intervalo entre el inicio del
pulso de corriente y tiempo en que la espiga cruza el punto de deteccién. Para cada fragmento
periespiga de 6 ms, corroboramos que el nivel de deteccidén fuse adecuado para seleccionar todas
las espigas identificadas visualmente. Se calcularon la probabilidad de respuesta y la distribucién de
las latencias de las espigas para cada una de las series de fragmentos de 6 ms. Medimos vy
comparamos la transferencia de informacién utilizando dos indices: la tasa de falla y el coeficiente
de variacién de la latencia de las espigas (CV) cuando la célula fue sometida a estimulos idénticos.
Asi, diferencias an estos indices indican (cuanto mas bajos mejor) diferencias en la confiabilidad de
la representacion neural de las imagenes eléctricas. Con el fin de precisar ain mas el papel de la
secuencia de intervalos entre estimulos pertenecientes a una y a otra serie (estimulos-1 y estimulos-
DOE), relizamos 8 parejas de experimentos control en 6 células (2 patrones en dos células y 1
patron en otras 4 células, intensidad de estimulacién 1.1 umbrales en todos los casos) en los cuales
los patrones naturales obtenidos de los experimentos comportamentales fueron seguidos por
series control con los intervalos inter-DOE barajados. Estas 6 células fueron estimuladas con dos
trenes de estumulos basados en datos experimentales: a) un tren de pulsos idénticos puestos en los
tiempos de ocurrencia de la DOE registrada, intercalados con un tren de pulsos aplicados en los
tiempos de ocurrencia de los estimulos interferentes de frecuencia constante; y b) un tren de
pulsos conteniendo los mismos intervalos inter-DOE pero barajados, junto con la sefial interferente
de frecuencia constante intercalada. Para probar si los resultados obtenidos fueron dependientes
del patrén comportamental utilizado utilizamos tres patrones diferentes obtenidos de
experimentos comportamentales distintos (patron 1= 4 células; patron 2 = 4 células, y patrén 3 =3
células; los patrones 1y 2 fueron ejecutados en la misma célula en dos ocasiones). Para probar si el
efecto diferencial de los intervalos de secuencia era valido para diferentes intensidades de
estimulacién aplicamos el mismo patron natural a diferentes intensidades de estimulacidn (que van
desde 1.05 a 1.5 umbrales) en cuantro células. En otras 2 células comparamos los efectos de 2
intensidades diferentes (1.1 y 1.26 umbrales) para cada uno de los dos patrones naturales

diferentes que tocamos dentro de cada célula.

Procedimientos estadisticos: Comparamos la respuesta a la aplicacién de estimulos de igual
intensidad y duracién localizados en los tiempos de ocurencia de la descarga del érgano electrico o
de un estimulo interferente, puestos en un mismo tren de estimulacién que reproduce la secuencia

temporal de los experimentos comportamentales. Para ello utilizamos el Wilcoxon signed-rank test
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(datos pareados) o el Wilcoxon rank-sum test. Se compararon dos indicadores: tasa de falla,
estimada por el porcentaje en que no hubo respuesta, y la variabilidad de la latencia, estimada

como el coeficiente de variacidn de la latencia. Los histogramas se compararon utilizando el test de

2

xX -
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