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Abreviaturas

APS5: acido (x)2-amino-5-fosfonopentanoico
C: cisterna cerebelo-bulbar

CC: crita cerebelaris

CCb: cerebelo

CM: célula de Mauthner

cMP: célula marcapaso

CNQX: 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona
complejo HBC

CP: nucleo central posterior del talamo
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DOE: descarga del érgano eléctrico

EHP: potencial hiperpolarizante extrinseco
(por su sigla en inglés)

ELL: I6bulo eléctrico

ERA: electrorrecepcion activa

FR: formacion reticular

Glu: glutamato

ISM: integracién sensorio-motriz
M-ARDOE: aceleracion rapida de la
frecuencia de la DOE dependiente de la
CM

MgVIII: nucleo octavo-lateral magnocelular
mif: fasciculo longitudinal medial

MNs: motoneuronas

RESUMEN

MON: nucleo octavo-lateral medial

NEB: nucleo electromotor bulbar

nLL: nervio de la linea lateral

nPreMP: neurona premarcapaso

nTPP: nucleo periventricular del tubérculo
posterior

nVIlI: nervio auditivo

OE: 6rgano eléctrico

PA: potencial de accion

PBS: buffer fosfato salino (por su sigla en
inglés)

PMREF: formacion reticular paramediana
PPs: estructura premarcapaso

PreMP: premarcapaso

Sl: segmento inicial

SNC: sistema nervioso central

SREE: sistema reticuloespinal de escape
TA: nucleo tuberis anterior

TeO: tectum optico

tVd: tracto trigeminal descendente

V: ventriculo

WGA: aglutinina del germen de trigo (por
su sigla en inglés)

Toec: constante de tiempo de la

recuperacion de la frecuencia basal



A pesar de los avances recientes acerca de los efectos de las
colaterales de comandos de origen motor sobre las estructuras de
procesamiento sensorial, los mecanismos neurales involucrados en la
modulacion de los sistemas sensoriales activos por sefiales internas derivadas
de estructuras de control motor aun se desconocen. Nuestro trabajo trata
acerca de las bases neurales de la modulacion del componente motor de un
sistema sensorial activo provocado por una colateral de un comando motor en
un gymnotiforme. Gymnotus omarorum emite descargas ritmicas de su 6rgano
eléctrico (DOE) en respuesta a un comando originado en el nucleo electromotor
bulbar (NEB). En esta especie, la activacion de la célula de Mauthner (CM),
célula comando para la respuesta de escape en la mayoria de los teledsteos,
provoca un aumento abrupto y duradero de la frecuencia de la DOE (M-
ARDOE). En este trabajo mostramos que las estructuras premarcapaso (PPs),
que controlan la descarga del NEB, son el nexo entre la CM y el sistema de la
electrorrecepcion activa (ERA). Nos propusimos identificar las PPs
involucradas en esta modulacion de la DOE mediante criterios morfologicos y
funcionales, asi como también determinar su papel en la organizacion de esta
modulacién.

La inyeccion iontoforética de biocitina a nivel de las células marcapaso
del NEB produjo el marcaje retrégrado de neuronas ubicadas bilateralmente a
nivel del diencéfalo y una poblacion de neuronas dispersas que integran el
sector dorsal de la formacién reticular bulbo-protuberancial. La aplicacion local
de glutamato en topografias seleccionadas segun el marcaje obtenido provocé
aceleraciones transitorias de la DOE de corta latencia. La inactivacion de PPs

sugiere que las neuronas premarcapaso diencefalicas son responsables de la



duracion del M-ARDOE mientras que las neuronas bulbo-protuberanciales
contribuyen a determinar la amplitud de la misma.

La correlacion temporal de las consecuencias motoras y sensoriales de
la activacién de la CM sugiere que el M-ARDOE esta involucrado en la
seleccion de la trayectoria de escape.

Este trabajo ha dado origen a la publicacién:

The neural substrate of a sensory modulation triggered by a motor
command for escape in a gymnotid fish. Virginia Comas & Michel Borde J

Neurophysiol (Epub 18 de agosto de 2010).



CAPITULO I: INTRODUCCION

a) Integracién sensorio-motriz

La integracion de informacion sensorial y el consecuente desarrollo de
respuestas adaptativas son la clave fundamental de la adaptacion de un
individuo al medio. En la mayoria de los casos estas respuestas involucran un
despliegue motor. Este proceso, denominado genéricamente como de
integracion sensorio-motriz (ISM) pauta en gran medida la organizacién del
sistema nervioso.

De acuerdo con los principales autores que han abordado el estudio de
estos procesos (Sperry, 1950, von Holst y Mittelstaedt, 1950; Sherrington,
1961; Marsden y col., 1981; Eaton y col.,, 1991; Crapse y Sommer, 2008)
entendemos como ISM a toda interaccion anatomica y funcional entre los
sistemas sensoriales y motores.

Los procesos de ISM operan a diferentes niveles de organizacion del
sistema nervioso y determinan centralmente el desempefio motor. De acuerdo
al tipo de interaccion entre los sistemas sensoriales y motores, en el sistema
nervioso es posible distinguir: 1) procesos de ISM en los que la informacion
sensorial aferente esta involucrada en la generacion del movimiento; Il) ISM en
la que la informacidén sensorial desempefa un rol permisivo o modulador del
movimiento; Ill) procesos de ISM en los que los comandos motores modulan la
informacion sensorial aferente tanto en su origen a nivel receptorial como de su
procesamiento central; y 1V) procesos de ISM que involucran la modulacion de
sistemas sensoriales activos durante el movimiento, fendmeno que ha sido
descrito en vertebrados. Estos diferentes tipos de interaccién implican procesos

de ISM de complejidad creciente.



I) Entre los procesos de ISM relativamente mas simples podemos
considerar a los que subyacen a reflejos espinales de origen muscular y a las
respuestas de escape. En el primer caso, la informacién codificada por los
husos neuromusculares, mecanorreceptores musculares, es integrada a nivel
de la motoneurona (MN), cuya descarga provoca la contraccion muscular. Las
respuestas musculares que resultan de este proceso sencillo de ISM son
estereotipadas, aunque pueden ser moduladas por entradas provenientes de
otros sectores del sistema nervioso central (SNC). En estas respuestas reflejas,
tanto la fuerza contractil como la duracion de la respuesta dependen de la
intensidad del estimulo. Los parametros que caracterizan a la respuesta
muscular estan determinados principalmente por las caracteristicas de la
informacion sensorial. Pese a su caracter relativamente estereotipado, estudios
en vertebrados homeotermos han permitido determinar que los reflejos
integrados a nivel medular segmentario son modulados de acuerdo al contexto
comportamental en el que se desarrollan (Cole y col., 1984; Marsden y col.,
1985).

Las respuestas de escape por su parte, aun cuando suelen involucrar
niveles intermedios de integracién motora (Eaton y col., 1991), resultan de un
proceso relativamente simple de ISM en la que un estimulo sensorial,
novedoso e intenso, desencadena un acto motor especifico tendiente a alejar al
individuo de la fuente del estimulo. En vertebrados, este tipo de respuestas han
sido bien caracterizadas en los peces teledsteos (Eaton y col., 1977, 2001), y
es organizada por un grupo de neuronas reticuloespinales cuya activacion por

aferentes sensoriales provoca la contraccion de los grupos musculares



responsables del acto motor. Mas adelante ahondaremos en este tipo de
estrategia de ISM.

Il) El analisis del desempefio motor durante el desarrollo de respuestas
adaptativas en vertebrados pone de manifiesto la existencia de procesos de
ISM relativamente mas complejos. Estos procesos comprenden p.ej. la
integracion sensorial en linea durante el desempefio motor a niveles
intermedios de integracién (Marsden y col., 1985).

En un simple movimiento como el de alcanzar un objeto de forma
efectiva (“reaching” y “grasping”), que implica un nivel de ISM mas complejo
como el control motor dependiente de la retroalimentacion sensorial, los
musculos involucrados deben ser activados de acuerdo a una secuencia
precisa y una adecuada fuerza de contraccion. Para este fin, el sistema
nervioso requiere de informacién acerca de la posicion inicial de la extremidad
tanto en relacién al objeto como al cuerpo del individuo. Esta informacién se
origina desde diferentes fuentes sensoriales (por ejemplo visidbn y
propiocepciéon) y contribuye a la elaboracién de una salida motora con un
patrén especifico, que debe ser monitorizado y actualizado a medida que se
ejecuta el movimiento. Uno de los estudios pioneros que sefialan la relevancia
de la retroalimentacion sensorial en el control motor corresponde al
desarrollado por Mott y Sherrington (1895) en primates. En estos estudios se
analizaron los efectos de la seccién de las raices dorsales de una de sus
extremidades en el desempefio motor de animales entrenados. Durante un
periodo de aproximadamente 2-6 meses luego de la deaferentizacion, los

monos excluyeron a la extremidad afectada de su repertorio motor.



lll) Como expresion de un proceso de ISM de mayor complejidad se ha
descrito la modulacién de la informaciéon sensorial aferente por parte de los
comandos motores en el contexto de un acto motor. Entendemos por comando
motor a toda descarga o patron de descargas generada dentro del SNC que
lleva a la excitacion de MNs a espinales (McCloskey, 1981). Un ejemplo clasico
que pone de manifiesto la modulacién de la informacion sensorial desde el
SNC lo constituye la modificacion de la sensibilidad del huso neuromuscular
que ocurre durante la ejecucidn de algunos actos motores (Matthews, 1964).
Asimismo, la evidencia experimental tanto en vertebrados como invertebrados
sugiere que la ejecucion de un movimiento voluntario implica un comando
motor hacia los efectores responsables del acto motor, asi como una copia de
dicho comando dirigida a estructuras centrales asociadas al procesamiento de
informacion sensorial generada durante la ejecucion del acto motor (Teuber,
1960; Crapse y Sommer, 2008). En términos generales, se ha denominado
como comando colateral interno a toda sefal neural que deriva de comandos
motores, se mantiene dentro del SNC y proyecta a estructuras centrales de los
sistemas sensoriales involucrados en el acto motor (McCloskey, 1981). Este
comando colateral interno fue denominado como “copia eferente” por von Holst
y Mittelstaedt (1950). Basados en estudios realizados en invertebrados, estos
autores propusieron que la copia eferente proveeria de un sustrato neural para
diferenciar la reaferencia de la exaferencia. Se denomina reaferente a las
sefales sensoriales aferentes derivadas de la ejecucion del acto motor y se
distingue de la informacion exaferente en que esta ultima constituye la
informacion sensorial proveniente del entorno cuyo origen no se relaciona con

la ejecucion del acto motor (von Holst y Mittelstaedt, 1950). Sperry (1950) por



su parte, de acuerdo a observaciones realizadas en peces, designé como
“‘descarga corolario” (DC) a la colateral del comando motor que proyecta a
estructuras centrales involucradas en el procesamiento sensorial. Segun el
autor, la DC de un comando motor permitiria anticipar las consecuencias
sensoriales del acto motor sin que éstas interfieran en el procesamiento de
informacion sensorial originada en el entorno, y la ulterior elaboracién de la
percepcion.

Uno de los ejemplos de DC mejor conocidos puede encontrarse en
peces mormyridos, peces eléctricos africanos, que poseen una modalidad
sensorial particular: la electrorrecepcion activa, que sera detallada mas
adelante. Los peces eléctricos generan campos eléctricos que utilizan para la
comunicacién y la identificacion de objetos en el entorno, denominada
descarga del 6rgano eléctrico (DOE). A través de los nervios de la linea lateral,
la informacion electrorreceptiva llega a la primera estaciéon de procesamiento
central en el cerebro de los mormyridos: el I6bulo eléctrico (ELL) (Bell, 1981).

Bell (1981) demostro la presencia de una copia eferente adaptativa en el
ELL de peces mormyridos de pulso, que, en la mayoria de los casos, es
utilizada para cancelar la entrada proveniente del estimulo autogenerado. La
DC asociada al comando electromotor que controla la DOE proyecta sobre el
ELL (Bennett y Steinbach, 1969; Zipser y Bennett, 1976; Bell, 1982) con
diferentes cursos temporales y diferentes efectos sobre cada una de las
regiones sobre las que proyecta. A los efectos de la cancelacion de la
informacion reaferente, las células ganglionares, células principales del ELL,
operan como comparadores integrando la informacién electrorreceptiva

generada con cada DOE que proyecta a nivel del arbol dendritico basal y la DC
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que lo hace sobre el arbol dendritico apical. A través de este mecanismo, el
animal es capaz de distinguir la informaciéon exaferente de la reaferente (Bell,
1989, 1990; Bell y col., 1992, 1997a, 1997b).

IV) En contraste con el caudal de conocimientos disponible para el
analisis de los procesos de ISM que operan en niveles jerarquicos inferiores del
control motor (p.ej. reflejo miotatico) y a los mecanismos que subyacen a las
estrategias clasicas de ISM tales como los mecanismos de las DC (Bell, 1989;
Cullen, 2004; Sawtell y col., 2005; Poulet y Hedwig, 2006), la modulacién de
sistemas sensoriales activos' durante el movimiento sugiere una estrategia de
ISM diferente cuyos mecanismos neurales empiezan a ser develados.

Ejemplos de la modulaciéon de los sistemas sensoriales activos son la
electrorrecepcion, la ecolocalizacion y el “whisking”. El “whisking” es el
movimiento ritmico de las vibrisas que generan ratas y ratones para obtener
informacion tactil del entorno (Kleinfeld y col., 2006). La corteza motora de las
vibrisas es capaz de controlar este movimiento, cuyas caracteristicas basicas
(frecuencia y patron) parecen depender de un generador subcortical (Brecht y
col., 2004). El “whisking” puede ser de exploracién, con movimientos amplios
de las vibrisas hacia delante y detras, con una frecuencia de entre 5 y 15 Hz.
Sin embargo, durante la exploracién discriminativa (denominada foveacién por
Kleinfeld y col., 2006) el “whisking” alcanza frecuencias de 15 a 25 Hz, al
tiempo que las vibrisas son impulsadas hacia delante con movimientos cortos.
A pesar de que esta fenomenologia ha sido ampliamente estudiada, aun no se

ha determinado el sustrato neural responsable del aumento de frecuencia.

! Los sistemas sensoriales extraen informaciéon mediante el analisis de patrones de energia generados por, o
reflejados desde, objetos en el entorno. En la mayoria de los casos, la energia se origina desde una fuente
extrinseca al organismo. Por ejemplo, los sistemas sensoriales tales como la vision cuentan con la energia
electromagnética proveniente del sol. Un modo alternativo de operar, adoptado por algunos organismos, es el
uso de energia generada por el mismo animal para explorar el entorno. Los términos pasivo y activo son
utilizados a menudo como un modo conveniente de distinguir entre estos dos tipos de deteccion (Nelson y
Maclver, 2004).
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En el pez eléctrico Gymnotus omarorum hemos descrito y caracterizado
la modulaciéon del sistema neural responsable de la electrorrecepcion activa
desencadenada por un potencial de accion en la célula de Mauthner, célula
reticuloespinal, origen del comando para el acto motor de escape (Falconi y
col., 1995, 1997; Curti y col., 1999). Esta modulacién constituye un ejemplo de
ISM de relativa complejidad en la que un comando motor modula un sistema
sensorial activo e implica la interaccion entre dos sistemas vitales para el
animal, i.e.: el sistema neural responsable del escape motor y el sistema de la
electrorrecepcion activa. En consecuencia, haremos referencia a las
caracteristicas mas salientes de ambos sistemas.

b) Respuesta de escape en peces teledsteos.

La mayoria de los vertebrados acuaticos evaden sus predadores
produciendo un comportamiento caracteristico de escape (Fig. 1). Esta
respuesta de escape presenta una duracion aproximada de 100 ms y esta
compuesta por dos fases. En las especies de teledsteos en que se ha
estudiado la cinematica de la respuesta de escape (la mojarra azul Lepomis
macrochirus, el pez angel Pterophyllum eimekei y el pez dorado Carasius
auratus), la duracion de la fase | es de aproximadamente 30 ms (Eaton y col.
1988; Domenici y Blake, 1991; Tytell y Lauder, 2008) y es evasiva. Durante la
fase Il el pez se aleja de la fuente del estimulo, es propulsiva y se desarrolla en
los siguientes 70 ms. Experimentalmente, la respuesta de escape puede ser
disparada por estimulacién visual, acustica o de la linea lateral, lo que sugiere
que en el habitat natural de los peces estas modalidades sensoriales proveen
informacion critica acerca del ataque del predador. La latencia para el inicio del

movimiento en respuesta a estimulos vibratorios es de 11-13 ms en el pez
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dorado (Zottoli, 1977; Eaton y col., 1981). Una vez desencadenada, la fase |
involucra casi toda la musculatura somatica y presenta ciertas particularidades
que la caracterizan: el animal adopta una forma hidrodinamica debido a la
activacion bilateral simétrica de los musculos de la cabeza que produce el
cierre de mandibula, la retraccién de los ojos, el cierre de opérculos y la
aduccién de las aletas pares (componente cefalico). Al mismo tiempo, la
caracteristica mas prominente es la curvatura rapida y unilateral del tronco y
cola, dando como resultado la forma en C que le da nombre al comportamiento
(C-start, componente espinal). A pesar de estas caracteristicas relativamente
constantes del comportamiento durante la fase |, hay cierta variabilidad en los
detalles de la ejecucién de la fase Il que dependen de claves sensoriales
obtenidas, presumiblemente, una vez finalizada la fase | (Eaton y col., 1988).

Fase | Fase ll

[ (coom===z

Figura 1: Respuesta de escape en el pez dorado. Siluetas obtenidas mediante cinematografia

de alta velocidad de un animal ubicado en una pecera al que se le aplica un estimulo
vibratorio (asterisco). Se ilustran las dos fases de la respuesta de escape. Los dibujos fueron

realizados a intervalos de 5 ms (modificado de Eaton y col., 1977).

El registro extracelular de un animal implantado cronicamente y en nado
semi-restringido revel6 que el comportamiento de escape esta precedido por un
unico potencial de acciéon (PA) restringido a una de las células de Mauthner
(CM), 3-5 ms después del estimulo acustico (Zottoli, 1977, Weiss y col., 2006).
Las CM (Fig. 2A), presentes también en anfibios durante el estado de larva y

en algunos adultos, son un par de células reticuloespinales grandes y
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simétricas ubicadas en el bulbo raquideo de los peces teledsteos, a la altura de
la entrada del nervio del VIII par craneal. En términos generales, cada una de
ellas posee dos dendritas primarias, una que corre en sentido caudo-lateral
(dendrita lateral) y otra en sentido rostro-ventral (dendrita ventral). Sus axones
de gran diametro (aproximadamente 65 um) cruzan la linea media en el bulbo y
descienden a lo largo de toda la médula espinal, dando origen a colaterales
cortas que contactan neuronas craneales y espinales en su recorrido (Funch y
col., 1984; Trujillo-Cen6z y Bertolotto, 1990; Ritter y col., 2001). Los
componentes cefalicos de la respuesta de escape resultan de la activacion de
un conjunto de interneuronas (neuronas de relevo craneales, NRC) que
proyectan sobre las MNs craneales. Las NRC reclutan asimismo neuronas
inhibidoras (PHP) responsables de las inhibiciones recurrente y reciproca de la
CM (Furukawa y Furshpan, 1963; Faber y Korn, 1978; Charpier y col., 1994)
cuya activacion contribuye a la organizacion circuital del reflejo. De manera
caracteristica, los circuitos asociados a la CM poseen un alto factor de
seguridad para la transmision y en consecuencia para la ejecucion del
movimiento (Faber y col., 1989). Esta caracteristica ha sido explicada por las
peculiaridades del circuito involucrado: i) la elevada eficacia del contacto de la
CM con sus células blanco (transmisién 1 a 1) y ii) la redundancia de la via de
las NRC (Auerbach y Bennett, 1969; Highstein y Bennett, 1975; Hackett y
Faber, 1983). La elevada eficacia sinaptica determina que la sinapsis de la CM
con sus células postsinapticas presente depresion por frecuencia (estimulacion
repetitiva superior a 10 Hz; Hackett y col., 1989).

El comienzo de la fase | del escape se detecta como un desvio de la

cabeza hacia el lado opuesto a la CM activada, aproximadamente 8 ms
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después del PA en la CM (Eaton y col., 1981). Esta latencia es consistente con
la existencia de una via directa entre la CM y MNs espinales mas el tiempo de

contraccion muscular.

Dendrita
lateral

Dendrita
ventral

Figura 2: Célula de Mauthner y su localizacién en el tronco. A: Reconstruccion de la CM
izquierda de G. omarorum por superposicion de dibujos en camara clara obtendidos a partir

de cortes transversales (80 um de espesor). La CM fue caracterizada electrofisiolégicamente
y marcada intracelularmente utilizando biocitina (modificado de Borde y col., 2004). B:
llustracion del tronco encefalico del pez dorado en camara clara a partir de cortes
horizontales. Se muestran las neuronas reticuloespinales, algunas de las cuales integren
probablemente el sistema reticular de escape, asi como las neuronas del nucleo del fasciculo
longitudinal medial (n. mif) marcadas retrogradamente con peroxidada de rabano. Se indican
los 7 segmentos o rombdmeros (RS1- RS7), las CM se localizan en el RS4. Los somas
presentan dendritas laterales, que se extienden hacia la periferia, y axones que cruzan la linea

media y proyectan hacia la médula espinal (modificado de Lee y col., 1993).

El concepto de neurona comando emerge de los estudios de Wiersma e
lkeda (1964) en invertebrados. En este sentido, de acuerdo a Kupfermann y
Weiss (1978), una célula puede ser considerada neurona comando si cumple
con los criterios de correlacién (actividad de la célula junto con la ocurrencia de
la respuesta en estudio), necesidad y suficiencia (la activaciéon de la célula es
necesaria y suficiente para el inicio del comportamiento). En este contexto la
CM fue postulada inicialmente como neurona comando para la respuesta de
escape en los teledsteos (Faber y Korn, 1978). Si bien existe correlacion entre

el PA en la CM con el comienzo de la respuesta de escape, los criterios de
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necesidad y suficiencia no se cumplen de forma totalmente satisfactoria.
Cuando la CM es inactivada (ya sea de forma reversible como irreversible) es
posible obtener una respuesta de escape aunque su latencia al comienzo del
escape aumenta en aproximadamente 5 ms y algunas caracteristicas
cinematicas se modifican (DiDoménico y col., 1988). Este aumento de latencia
en la respuesta de escape puede ser decisivo en la supervivencia del individuo.
Asimismo ha sido demostrado por otro grupo que la ablacion de las CM
provoca ademas una disminucién en la probabilidad de la ocurrencia de la
respuesta de escape (Zottoli y col., 1999).

Ante la estimulacion de la CM a través de electrodos implantados a cada
lado de la columna vertebral se obtiene una respuesta de escape robusta, pero
el desempenfo del animal esta significativamente degradado en varios sentidos
(Nissanov y col., 1990). Esta activacion provoca una respuesta similar al C-start
provocado por un estimulo sensorial, sin embargo la velocidad angular de la
fase | se reduce un 22% mientras que la distancia recorrida durante la fase Il se
reduce un 15%. Estos resultados sugieren que si bien la CM participa en la
respuesta de escape, no es la Unica célula que debe ser activada para que el
comportamiento se ejecute de forma completa.

Recientemente, resultados obtenidos a partir de larvas de pez cebra
utilizando microscopia confocal asociada a sefiales de calcio mostraron que un
conjunto de neuronas reticuloespinales presentan sefales de calcio de corta
latencia ante un golpe leve en la cabeza, estimulo que provoca respuestas de
escape (Gahtan y col., 2001). Estas evidencias sugieren que la CM es una
neurona que compone un sistema reticular de escape (SREE) del tronco

encefalico (Eaton y col., 1991). Aun cuando las caracteristicas generales del
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escape motor en teledsteos dependen de la activacidn especifica de un
conjunto de células reticuloespinales, incluyendo la CM, la participacion de esta
neurona incrementa la probabilidad de ocurrencia del escape motor ante un
estimulo y le confiere a la respuesta de escape las siguientes caracteristicas
distintivas: una corta latencia y un robusto giro de aproximadamente 45° en
direccién opuesta al sitio de aplicacion del estimulo (Eaton y col., 2001).
c) Sistema de electrorrecepcioén activa

Entre las modalidades sensoriales desarrolladas por los animales
acuaticos, y en particular por los peces, se destaca la electrorrecepcion. Esta
modalidad permite a los peces detectar la presencia de objetos y animales
utilizando la informacién derivada de la emision de energia eléctrica por estos
objetos y de la heterogeneidad natural de la impedancia eléctrica del entorno.
Se estima que el 30% de los peces son electrorreceptivos, y el 5% de éstos
poseen o6rganos especializados para emitir electricidad (llamados o6rganos
electrogénicos, OE) y por lo tanto a éstos ultimos se los denomina comunmente
como peces eléctricos (Caputi, 1999). El sistema neural de estos peces esta
formado por un componente electrogénico, responsable de la emision de la
DOE, y por un sistema neural electrorreceptivo altamente desarrollado,
encargado del procesamiento de sefales sensoriales provocadas por los
campos eléctricos que genera el propio animal durante cada DOE (Fig. 3;
Lorenzo y col., 2001; Caputi, 2004). Los peces eléctricos utilizan los campos
eléctricos generados por la DOE como transportadores de sefiales eléctricas
con el fin de producir imagenes eléctricas del medio que los rodea (Lissman,
1958). Las DOEs llevan dos tipos de senales: informacién acerca del entorno

(ERA; Lissman y Machin, 1958) e informacion acerca de presencia, localizacion
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y atributos de individuos de la misma especie (electrocomunicacion; Black-
Cleworth, 1970). Los peces emiten descargas estereotipadas con forma de
onda y frecuencia especie especifica y presentan un arreglo bidimensional de
electrorreceptores capaces de responder en forma selectiva a estos campos
eléctricos y a la forma de onda de la especie (Lissman y Machin, 1958). El
procesamiento de la imagen eléctrica permite al pez discriminar y reconocer
objetos asi como también comunicarse entre individuos de la misma especie

(Bullock y Heiligenberg, 1986; Heiligenberg, 1991).

Figura 3: Electrorrecepcion activa. Esquema de un pez eléctrico rodeado por las lineas de
corriente emitidas por el mismo hacia su entorno cercano. El circulo negro representa un
objeto de conductividad diferente a la del agua que distorsiona la distribucion de las lineas de
corriente. Los electrorreceptores de la piel permiten detectar estas distorsiones y promueven

la construccioén de la imagen neural del objeto (Tomado de Macadar y col., 2000).

En los gymnotiformes, el control de la secuencia temporal de los
intervalos de las DOEs depende de la actividad de una poblacion de neuronas
bulbares (nucleo electromotor bulbar, NEB) compuesto por dos tipos
neuronales: las neuronas marcapaso (cMP), electrotonicamente acopladas, y
las células de relevo (cR). La frecuencia de descarga de las cMP determina la
frecuencia de la DOE y esta modulada por entradas excitadoras e inhibidoras.
Este nucleo descarga sincronicamente, disparando la activacién de una red

neural que coordina la actividad de cientos de unidades efectoras.
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El circuito electrogénico que recibe la sefial comando esta compuesto
por dos grupos celulares: las electromotoneuronas y los electrocitos. Las cR
son comandadas por las cMP (Fig. 4A y B), y sus axones corren caudalmente
por la médula espinal proyectando sobre electromotoneuronas espinales.
Estas, a su vez, inervan los electrocitos, que constituyen el OE en la mayoria
de los gymnotiformes, ocupando la regién ventral del animal a lo largo del pez
desde la papila anal hasta la punta de la cola. Los electrocitos son células de
origen miogénico que perdieron la propiedad contractil, pero mantuvieron su

capacidad electrogénica.
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Figura 4: Caracteristicas de la electrogeneracion en G. omarorum. A: Microfotografia de un

corte transversal del NEB, tincién con rojo de Pyronina Y. Se observan las células marcapaso
(cMP, sector dorsal) y las células de relevo (cR, sector ventral). La flecha indica la direccion
dorsal (D). B: Esquema del sistema electrogenerador en el que se ilustra el NEB, sus
componentes celulares (cMP y cR) su proyecciéon (axones de las cR) hacia las
electromotoneuronas espinales. Estas ultimas dan origen a la inervacién motora de los
electrocitos. C: Registro bitdpico cabeza-cola de la DOE de G. omarorum ilustrando la forma
de onda caracteristica de esta especie. D: Mismo registro que en C a menor velocidad de

barrido mostrando el caracter ritmico y regular de la DOE (modificado de Borde y col., 2004).

En los peces eléctricos de pulso, las DOEs son breves (4-5 ms de
duracién) y estan separadas por intervalos comparativamente prolongados (20-
50 ms; Fig. 4C y D). Estas caracteristicas determinan que el pez obtenga

informacion sobre el entorno durante el breve periodo de tiempo que dura cada

19



una de las descargas. Existe consenso en que la frecuencia de la DOE
determina la capacidad temporal discriminativa del sistema
electrosensorial, y por lo tanto la actualizacion de la imagen electrorreceptiva
que tiene el animal del entorno.

En general en los gymnotiformes, durante despliegues
comportamentales tales como de exploracion o de interaccion social se
producen respuestas adaptativas que involucran modulaciones de la DOE
(Lismann y Machin, 1958; Bullock y col., 1972; Heiligenberg, 1986; Barrio y col.,
1991). Estas pueden presentarse como cambios de frecuencia, de forma de
onda de la descarga, o ambas. En los gymnotiformes estudiados, tanto de
pulso como de onda, las modulaciones de la frecuencia de la DOE son el
resultado de la activacidén de estructuras premarcapaso (PPs) (Heiligenberg y
col., 1981; Kawasaki y col., 1988; Keller y col., 1991) que proyectan sobre las
células que componen el NEB. Entendemos por PPs a toda estructura
neural que proyecte en forma directa al NEB y cuya activacion se exprese
como una modificacion de la frecuencia de la DOE.

En los géneros que han sido estudiados (Eigenmannia, Apteronotus,
Brachyhypopomus, este ultimo antes agrupado con el género Hypopomus), los
repertorios comportamentales incluyen aumentos y caidas de la frecuencia de
la DOE, interrupciones de la misma, y brotes decrementales o chirps (Hopkins
y Heiligenberg, 1978; Heiligenberg y Bastian, 1980; Heiligenberg y col., 1981;
Hopkins y Westby, 1986; Kawasaki y col., 1988; Kawasaki y Heiligenberg,
1989). Estas modulaciones se originan en dos agrupaciones neuronales: el
nucleo premarcapaso diencefalico (PPn) y el sublemniscal (sPPn), que

proyectan sobre el NEB (Kennedy y Heiligenberg, 1994). EI PPn ha sido

20



descrito como un nucleo bilateral del talamo, en intima relacién con el nucleo
central posterior (CP), y puede ser subdividido en dos regiones con
caracteristicas funcionales y citolégicas diferentes: el PPnG con neuronas
ovoideas pequefas responsable de las aceleraciones graduales de la DOE, y
el PPnC con neuronas estrelladas grandes cuya activacion se asocia a los
chirps. Las neuronas del PPnG proyectan sobre las cMP, mientras que las del
PPnC lo hacen sobre las cR, activando receptores glutamatérgicos. En
Hypopomus se reconoce una tercera region, el PPnl, compuesto por neuronas
GABAérgicas (Kawasaki y Heiligenberg, 1990), que parecen ser responsables
del enlentecimiento y apagado de la descarga de las cMP. Por su parte, el
sPPn se encuentra representado por pocas neuronas dispersas, localizadas en
un area medio-ventral al lemnisco lateral a nivel del rafe dorsal (Keller y col.,
1991; Metzner, 1993). Las neuronas pertenecientes a este nucleo proyectan
sobre las cR (ver por ejemplo Kawasaki y Heiligenberg, 1990 y Lorenzo y col.,
2001), y su estimulacion provoca interrupciones subitas de la descarga de la
DOE a través de la activacion de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA.

En términos generales, las PPs pueden ser concebidas como un nivel de
integracion al que que convergen diferentes sefales neurales para ser
subsecuentemente transformadas en modulaciones especificas de la actividad
del NEB y con ello de las DOEs (Keller y col., 1990; Lorenzo y col., 2001;
Santana y col., 2001; Caputi y col., 2005). Existe consenso en que la mayoria
de estas sefiales neurales procede de estructuras de procesamiento de
informacion electrosensorial. Sin embargo trabajos de marcaje retrogrado
realizados por Wong (1997) han revelado que sobre las PPs diencefélicas

proyectan estructuras tales como el telencéfalo ventral e hipotdlamo. Por otra
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parte, durante el cortejo, los peces modulan sus descargas, lo que sugiere que
el eje neuroenddcrino esta vinculado a las PPs (Silva y col., 2008).

d) Modulacién de la electrorrecepcion activa por un comando motor.
\n
I

Figura 5: Escape en G. omarorum. A: Siluetas obtenidas del analisis cuadro a cuadro (intervalo

30 ms) de la respuesta del pez ante la caida de una esfera metalica (circulo gris). El estimulo es aplicado
en el momento indicado por el 0, el animal se curva (1) y adopta sucesivas posturas durante el
desplazamiento (2-4). B: Cambios de la postura y desplazamiento del pez analizados a partir del mismo
registro videografico (estimulo representado por circulos concéntricos). Los circulos rojos representan la
posicion aproximada del centro de masa del pez, y los vectores se extienden desde el mismo punto hacia
la cabeza. Se ilustran las fases | y Il de la respuesta de escape de acuerdo a las posturas adoptadas y los

parametros referidos por Eaton y col. (2001) (modificado de Borde y col., 2004).

Gymnotus omarorum es un pez gymnotiforme de pulso en el que nuestro
grupo ha descrito las caracteristicas electrofisioldgicas de la CM (Borde y col.,
1991). Las caracteristicas del comportamiento en G. omarorum observadas en
grabaciones de video sugieren una cinematica similar a la estudiada en el pez
dorado (Fig. 5; Borde y col.,, 2004). Ademas de su caracter de neurona
comando para el acto motor de escape, en esta especie la descarga de un
unico PA en la CM provoca un aumento abrupto y duradero de frecuencia de la
DOE sin modificacion de su forma de onda (Fig. 6; Falconi y col., 1995, 1997;

Curti y col., 1999). Esta respuesta fue designada con el nombre de M-ARDOE?.

2 M-ARDOE: acrénimo de Aumento Rapido de la frecuencia de la DOE provocado por la CM.
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Esta modulacién pone de manifiesto la interaccion entre el sistema neural
responsable de un acto motor, como es el escape, y el sistema de la ERA.

En su descripcién original, la estimulaciéon de la médula espinal mediante
un electrodo de estimulacion bipolar sobre la columna vertebral provoca un
incremento abrupto de la frecuencia de la DOE (hasta un 38% de la frecuencia
control). La duracién total de la modulacion puede ser de hasta 5 segundos con

un lento curso temporal de la recuperacién de la frecuencia (Falconi y col,

1995).
A
W 40 mV
L.K\' 1s
| 40 mV
2ms
B 3
5
4 Hz
- 1s

Figura 6: Aceleracion rapida de la frecuencia de la DOE dependiente de la CM (M-ARDOE). A:

Registro bitopico cabeza-cola de la DOE en un animal levemente curarizado (1pg/g) obtenido
antes y después de la aplicaciéon de un estimulo (asterisco) en la médula espinal mediante un
electrodo bipolar apoyado en la columna vertebral, que provoca un aumento de la frecuencia
de descarga. Se muestra la forma de onda de la DOE antes (trazo negro) e inmediatamente
después de la aplicacion del estimulo (trazo gris). B: Registro de frecuencia de la DOE en
funcion del tiempo de la respuesta ilustrada en A. Como en A, en B el asterisco indica el

instante de estimulacion.
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Figura 7: Criterio de correlacién. La amplitud de pico del M-ARDOE depende del numero de
CMs reclutadas por el estimulo espinal (duracion 0.01 ms). A: Grafico de amplitud de pico del
M-ARDOE en funcién de la intensidad de estimulacion. Notese que por debajo de 2 V no se
produce modulacién de la frecuencia de la DOE. Por encima de este valor la amplitud de pico
se incrementa en pasos discretos. El primer incremento corresponde a la aparicion del M-
ARDOE (B, trazado superior) y se produce cuando se alcanza el umbral para el reclutamiento
de una CM, de acuerdo al registro obtenido en las vecindades del segmento inicial de la CM
contralateral. Este registro (B1 trazado inferior) solo muestra la EHP. El siguiente incremento
ocurre cuando se reclutan ambas CM (B., ver M-ARDOE trazado superior) lo que se refleja en
el registro electrofisiologico: la tipica espiga antidromica precede a la EHP (B., trazado
inferior). Incrementos ulteriores de la intensidad de estimulacion no provocan modificaciones
del M-ARDOE.

Las evidencias presentadas por el grupo apoyan la hipotesis de que este
aumento de la frecuencia de la DOE es el resultado de la activacion de la CM y
no de otras neuronas eventualmente reclutadas por el estimulo en la médula
espinal. El registro extracelular de una de las CM simultaneamente con el de la
DOE al tiempo que se estimulaban los axones de las CM a nivel de la columna
vertebral reveld que la intensidad de estimulacién necesaria para el M-ARDOE
presenta el mismo umbral que para el reclutamiento de una de las CM (Fig. 7A

y B1 arriba). Al aumentar la intensidad de estimulacion para reclutar ambas CM,
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la amplitud del M-ARDOE aumenta (Fig. 7A y B, arriba, Falconi y col., 1995).
Sin embargo, a mayor intensidad de estimulacién, la amplitud del M-ARDOE no
se modifica. La forma de onda del potencial de campo registrado en la
vecindad de la CM permite distinguir cual de las dos CM es la reclutada en
cada situacion (Fig. 7B+ y B, abajo, y ver aspectos metodoldgicos generales).
Estas maniobras evidencian que existe correlaciéon entre la activacion de la CM
y el M-ARDOE.

En el laboratorio se desarrollaron maniobras experimentales tendientes a
determinar el cumplimiento de los criterios de suficiencia y necesidad de la CM
como neurona comando para el M-ARDOE. Tanto la estimulacion directa de la
CM como la ortodrémica provocan una respuesta equivalente a la estimulacién
antidrémica de la misma (Falconi y col., 1995). Esta maniobra sugiere que es
suficiente la actividad de la CM para que se exprese el M-ARDOE.

La estimulacion del nervio de la linea lateral (nLL) provoca la respuesta
de novedad: un aumento transitorio de la frecuencia de la DOE ante la
presentacion de un estimulo, que puede ser visual, mecanico, auditivo o
eléctrico (Lissmann y Machin, 1958; Szabo y Fessard, 1965). La estimulacién
del nLL con intensidad supraumbral para la CM provoca una modulacion de la
frecuencia de la DOE de gran amplitud (Fig. 8A y B). Al inyectar una corriente
anodica en las inmediaciones del segmento inicial (SI) de la CM se inhibe la
generacion del PA, y al estimular el nLL la modulacién de frecuencia se reduce
drasticamente (Fig. 8C). La resta punto a punto de los cambios de la frecuencia
instantanea de la DOE provocados en ausencia y en presencia del PA en la
CM (registro en los insertos B y C) revela el componente de la modulacion de la

DOE aportado exclusivamente por la activacion de esta célula (Fig. 8D;
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Kunizawa y Borde, resultados no publicados). Por lo tanto asi como la CM ha
sido postulada como neurona comando del escape motor, esta neurona
también lo seria respecto del M-ARDOE al satisfacer razonablemente los

criterios de correlacién, necesidad y suficiencia.
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Figura 8: Criterio de necesidad. A Esquema de ambas CM y de las aferentes de la rama
anterior del nervio de la linea lateral izquierdo (nLL) sobre las que se ha colocado un electrodo
de estimulacion. Se ilustra un electrodo ubicado en la vecindad del S| del axon utilizado para
el registro (V) y/o la inyeccién de corriente (I). B: Grafico de frecuencia de la DOE en funcion
del tiempo de la respuesta a la estimulacion del nLL. La intensidad de estimulacion es umbral
para la CM registrada (ver el registro extracelular en el inserto). C: Respuesta (frecuencia vs
tiempo) provocada por el mismo estimulo que en B asociado a la inyeccion de corriente
anddica de ~70 nA, suficiente para bloquear la generacion del PA en la CM (registro en el
inserto). D: Grafico de frecuencia en funcién del intervalo obtenido mediante la resta punto a
punto de la respuestas ilustradas en B y C. |, indica el intervalo en el que se aplica el estimulo
en el nLL. La respuesta ilustrada en B incluye la respuesta de novedad provocada por el
estimulo en el nLL (registro en C) y el M-ARDOE (grafico en D). La activacion de la CM es

condicion necesaria para la generacion del M-ARDOE.

Nuestro grupo también ha determinado que el aumento de frecuencia de
la DOE se debe a un potencial postsinaptico excitador (EPSP) lento, duradero
(500 ms de duracion, 1.5 mV de amplitud) restringido a las cMP (Fig. 9A;

Falconi y col.,, 1997; Curti y col., 2006), que depende de la activacién de
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receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y metabotropicos (Fig. 9B; Curti y
col., 1999). La latencia promedio entre la estimulacion de los axones de las CM
y la despolarizacion de las cMP es de aproximadamente 4.4 ms. Este dato

sugiere que existen solo un par de neuronas interpuestas entre la CM y el NEB.

3 no NMDA
3 NMDA
¥ mGUR

* * estimulo CM

e

Figura 9: Fenomenologia y farmacologia del M-ARDOE. A: Potencial postsinaptico excitador

registrado en una cMP provocado por la activacion antidromica de una CM a nivel de la
médula espinal (asterisco). La actividad espontanea del NEB fue silenciada utilizando MS-222.
La linea punteada representa el potencial de membrana previo a la aplicacion del estimulo (-
55 mV). B: Resumen del los hallazgos del analisis farmacolodgico in vivo. Las cMP en G.
omarorum presentan receptores glutamatérgicos de tipo NMDA, no-NMDA y metabotrépicos
(Curti y col.,, 1999), aunque solo los receptores de tipo NMDA y metabotrépicos estan
involucrados en el M-ARDOE (modificado de Borde y col., 2004).

El M-ARDOE revela una estrategia de ISM de alto nivel en la que un
comando motor (un PA en la CM, comando motor para la respuesta de
escape) provoca la modulacién especifica del sistema electrogenerador,

parte integral del sistema neural responsable de la ERA.
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las bases neurales del M-ARDOE, estrategia de ISM perteneciente a la
cuarta categoria descrita (ver introduccion), pueden ser esquematizadas en los
términos ilustrados en la Fig. 10. De acuerdo a la hipdtesis manejada por el
grupo, entre la CM y el NEB so6lo existen un par de neuronas interpuestas: las
interneuronas postsinapticas a la CM y las PPs, que proyectan directamente al
NEB. En este marco conceptual las PPs juegan un papel central en la
organizacion del M-ARDOE integrando la sefial derivada del comando motor
para el escape y desencadenado la modulacion de la actividad del NEB. En el
marco de esta tesis, nuestro objetivo general consistio en el establecimiento de
las bases neurales del M-ARDOE, con énfasis en la determinacion del papel de
las PPs en esta estrategia de ISM.

Nuestra hipotesis establece que, en G. omarorum, ademas de en
otros comportamientos electromotores, las PPs estan involucradas en la
organizacion del aumento de la frecuencia de muestreo electrosensorial
iniciado por la CM, ejemplo de ISM en vertebrados perteneciente a la
cuarta categoria.

PPs

e cMP

/“T =

4)"“- A la médula

espinal

CM

Figura 10: Diagrama que muestra el circuito neural hipotético involucrado en el M-ARDOE. La

CM inerva un grupo de interneuronas (Int.) ain no identificadas, que proyectan sobre las PPs.
Se ilustran asimismo las células que componen el NEB: cMP y cR. Sdlo las primeras son

blanco de las PPs involucradas en el M-ARDOE.
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El trabajo realizado se enmarca en un objetivo general de nuestro grupo
tendiente a la determinacién de las bases neurales de una modulacion de la
descarga de la DOE, expresion de una estrategia de ISM de relativa
complejidad en Gymnotus omarorum.

La utilizacion de un modelo comportamental en vertebrados de facil
acceso a las técnicas habituales de laboratorio, ofrece una oportunidad de
privilegio para acceder al conocimiento de las bases neurales de la
organizacion del comportamiento y de los procesos complejos de ISM. En G.
omarorum nos encontramos con una respuesta que surge de la vinculacion de
dos sistemas vitales para el animal: el sistema de la ERA, principal modalidad
sensorial de estos animales, y las CM, comando de la respuesta de escape.

En contraste con el caudal de informacion referida a las PPs en especies
relacionadas, en G. omarorum no han sido descritas. Por lo tanto
desarrollamos en primera instancia acciones experimentales tendientes a su
identificaciéon, basandonos en criterios anatémicos y funcionales. Una vez
identificadas, nos abocamos al analisis de su participacion en el M-ARDOE.
Por lo tanto el trabajo se organiz6 en tres bloques, cada uno de ellos guiado
por un objetivo especifico.

Objetivo especifico 1.

En primer lugar nos propusimos identificar y topografiar las neuronas
que proyectan de forma directa a las cMP del NEB. El cumplimiento de este
objetivo nos permitié estimar las coordenadas estereotaxicas de estos grupos
neuronales 'y referilas a  estructuras facilmente identificables
electrofisiolégicamente que guiaron el desarrollo de la segunda etapa (Capitulo

V).
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Objetivo especifico 2.

Este objetivo, presentado en el capitulo V, estuvo dirigido a la obtencién
de evidencias funcionales que permitieran identificar estas neuronas como
neuronas premarcapaso (nPreMP). Las neuronas que proyectan al NEB
(evidencias morfologicas) seran consideradas nPreMP en tanto su activacién
sea capaz de provocar modulaciones de la descarga del NEB de corta latencia.

Objetivo especifico 3.

Finalmente y de acuerdo a los resultados obtenidos en el cumplimiento
de los objetivos precedentes, en el capitulo VI nos propusimos obtener
evidencias que nos permitieran afirmar que estas PPs participan del M-
ARDOE, constituyendo el nexo entre la CM (origen del comando motor para el

escape) y el sistema neural responsable de la ERA.
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CAPITULO lll: ASPECTOS METODOLOGICOS GENERALES

Para las distintas series experimentales se utilizaron 55 ejemplares de
Gymnotus omarorum (Richer-de-Forges y col., 2009) de entre 12 y 24 cm de
largo obtenidos en la Laguna del Cisne, Maldonado, Uruguay. En previas
publicaciones esta especie fue identificada como Gymnotus carapo. Los
animales fueron localizados en su ambiente natural mediante un amplificador
portatil para la deteccion de descargas eléctricas para luego ser capturados
mediante una red sumergida. Se mantuvieron en cautiverio a temperatura
ambiente en tanques de 500 litros y alimentados con pequefios gusanos.

Los animales fueron anestesiados utilizando MS-222 (0.3 mg/litro de
agua) por perfusion a través de las branquias y colocados en una caja de
registro, apoyados sobre una esponja humeda y sujetados por la cabeza
mediante puntas de fijacion. Las zonas de contacto con las puntas y las
regiones donde se realizd la cirugia se infiltraron con anestésico local (lidocaina
HCI al 2%). La DOE fue monitorizada continuamente mediante el registro
cabeza-cola utilizando dos electrodos de metal colocados cercanos a la cabeza
y cola del pez, conectados a un preamplificador AC (P15, Grass Instruments,
EEUU) con ganancia X100. Las senales fueron visualizadas en un osciloscopio
y adquiridas en un computador Macintosh Cl (Apple Computers, EEUU),
utilizando el software Superscope (GW Instruments, EEUU), que permite
construir curvas de intervalo y frecuencia instantanea en funcién del tiempo.

Se removieron los musculos paravertebrales de un lado del pez a una
distancia de aproximadamente 80% del largo desde la cabeza, y se colocd un
electrodo bipolar de estimulaciéon en contacto con la columna vertebral con el

fin de estimular los axones de las CM. Utilizando un estimulador S88 y una SIU
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(Grass Instruments, EEUU) se aplicaron pulsos cuadrados de corriente (0.15-
0.3 mA de intensidad y 0.2-0.5 ms de duracion) para activar ambos axones de
las CM, verificado por la amplitud del M-ARDOE (Fig. 7 B»; ver Falconi y col.,
1995). Esta activacién fue confirmada, mas tarde en el animal curarizado,
durante el registro extracelular de una de las CM, que presenta una secuencia
caracteristica de fendmenos eléctricos producidos por la activacion de uno o
ambos axones de las CM a nivel de la médula espinal (Fig. 7 B4 y B, abajo).
Cuando el estimulo antidromico, presentado a baja frecuencia (~0.1 Hz),
recluta la CM contralateral al sitio de registro, la forma de onda del potencial de
campo que sigue al artefacto de estimulacion es una positividad que
corresponde a la EHP (Fig. 7 B4). La EHP es el potencial de campo que refleja
la activacién de las neuronas del circuito colateral recurrente (ver mas
adelante). ElI PA extracelular de la CM en las inmediaciones del S| puede
registrarse como una negatividad de hasta 40 mV. Cuando el estimulo es
supraumbral para ambas CM, el PA extracelular es seguido por la EHP,
indicando que ambas CM fueron activadas (Fig. 7 B; Furshpan y Furukawa,
1962; Faber y Korn, 1978; Borde y col., 1991).

Una vez determinado el umbral para la activacion de las CM, los
animales fueron inyectados con d-Tubocurarina (1-3 ug/g; im), con la finalidad
de evitar el movimiento del animal sin abolir la DOE totalmente, excepto en los
experimentos de marcaje retrogrado (ver mas adelante). Mediante el uso de
una bomba de recirculacién, las branquias fueron perfundidas continuamente
con agua de la canilla a temperatura ambiente (20-25 °C) y aireada,

conteniendo el anestésico MS-222 durante la cirugia.
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A través de una craneotomia se expuso la superficie dorsal del tronco
cerebral, lo cual permitié el acceso de micropipetas a diferentes estructuras
profundas de interés, las cuales se alcanzaron de acuerdo a reperes
anatomicos predeterminados y aplicando criterios estereotaxicos. Estas
micropipetas fueron utilizadas tanto para el registro como para la aplicacion de
drogas en estructuras del tronco encefdlico. Para ello se utilizd un
micromanipulador (Sutter Instruments Corp, EEUU), que permite movimientos
con precision en el orden del micrometro, y un amplificador Axoclamp 2A
(Molecular Devices, EEUU) para la obtencién del registro eléctrico. La solucién
contenida en las micropipetas fue en base a NaCl (154 mM; 0.9%) utilizando
diferentes compuestos de acuerdo al propdsito del experimento (ver mas
adelante).

Todos los procedimientos realizados durante este trabajo fueron
aprobados por la Comisién Honoraria de Experimentacién Animal, Universidad

de la Republica (Exp. N° 071140-001366-09).
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CAPITULO IV: IDENTIFICACION DE LAS PPs DE ACUERDO A CRITERIOS

ANATOMICOS

Durante este estudio y como lo hemos definido previamente en este
trabajo, el término premarcapaso (PreMP) fue aplicado a poblaciones
especificas de neuronas que proyectan directamente sobre las células del NEB
y cuya activacion provoca la modulacion de la actividad del nucleo y por ende,
de la DOE. Por tanto, la primera serie de experimentos fue disefiada para
identificar las PPs de acuerdo a criterios morfolégicos. Como ya se ha
explicitado, trabajos previos indican que dentro del NEB las cMP son el blanco
celular exclusivo de las aferentes glutamatérgicas involucradas en el M-ARDOE
(Curti y col., 1999; 2006). En el presente trabajo nos centramos en el analisis
de las PPs que participan en esta modulacion lo que condiciond algunos
aspectos metodologicos (ver luego).

¢) Metodologia

En esta serie experimental, la dosis inyectada de d-Tubocurarina se
redujo (0.5-1 ug/g) de forma tal que la recuperacién post-quirurgica se realizara
en un corto lapso de tiempo, tipicamente de 7-9 horas. En 4 animales se realiz6
una pequefia craneotomia en el sector caudal del cerebelo de forma de tener
acceso al NEB. Durante los experimentos de marcaje retrogrado se inyectd
WGA-Alexa fluor 488 (wheat germ agglutinin asociada al fluoréforo Alexa 488;
Invitrogen, EEUU) disuelto en NaCl mediante presion (100 ms, 30 psi),
utilizando un microelectrodo de vidrio (9-12 MQ). El WGA es una lectina vegetal
que presenta una alta afinidad por los residuos N-acetilglucosamina y acido N-
acetilneuraminico (acido sidlico) de los azucares. Una vez unido a estos

azucares en la membrana neuronal, son internalizados y transportados por las
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prolongaciones neuronales hacia el soma (Kobbert y col., 2000; Vercelli y col.,
2000). Este marcador puede utilizarse tanto para el marcaje retrégrado como
anterogrado y presenta la ventaja de que el resultado del marcaje puede ser
analizado sin procesar el tejido con técnicas de amplificacion de la sefal.

La micropipeta para la inyeccion del marcador se coloco en la vecindad
de las cMP (Fig. 11A), utilizando como guia a la forma de onda caracteristica
del potencial de campo extracelular en las inmediaciones del NEB (Curti y col.,
2006). Cuando se realiza el registro de la descarga espontanea del NEB la
forma de onda del potencial de campo presenta dos ondas negativas de
distinta amplitud, enganchado en fase y precediendo cada DOE. En G.
omarorum, la primera negatividad resulta de la descarga sincrénica de las cMP,
y es de mayor amplitud que la segunda cuando el registro se obtiene en la
vecindad de las cMP (Fig. 11B). Ademas, en el centro de las cMP se puede
observar una lenta negatividad relacionada con el potencial marcapaso que
precede a la actividad de las cMP. La segunda negatividad es el resultado de la
actividad sincrénica de las cR (Fig. 11B). La inyeccion del marcador se realizo
a nivel de las cMP, utilizando un Picospritzer Il (General Valve Corporation,
EEUU; 10-30 psi, 20-50 ms). Una vez finalizada la inyeccion se retird la pipeta
y se sello el orificio utilizando una malla de colageno (GELFOAM®, Pfizer,
EEUU) y acrilico dental. Luego de que los animales recuperaron la actividad
motora y fue constatado que respiraban de forma autébnoma se mantuvieron
con vida durante 2-5 dias en peceras individuales.

Finalizado este periodo se indujo la anestesia con MS-222 disuelto en
agua a baja temperatura (4-8 °C), y se realiz6 una amplia craneotomia para

extraer el cerebro para ser sumergido en paraformaldehido al 4% durante una
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noche. Luego del correspondiente lavado con buffer fosfato salino (PBS), se lo
incluy6é en un bloque de agarosa (5% en NaCl 0.9%) y se corté utilizando un
vibratomo (Vibroslicer, Campden, EEUU). Se obtuvieron cortes seriados de 80
pm de espesor tanto en sentido horizontal como transversal.

Los cortes se montaron en un portaobjetos para ser observados con un
microscopio de fluorescencia Nikon Optiphot y fotografiados con una camara
Kodak MDS120 antes y después de contratenirlos con Rojo Pyronina-Y (3-5
min). El conjugado WGA-Alexa fluor se excita a una longitud de onda de 495

nm y emite a una longitud de onda de 519 nm.
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Figura 11: Metodologia utilizada para el marcaje retrégrado de PPs. A: Esquema del disefio

experimental utilizado durante el marcaje retrogrado de las PPs en el que se muestran las
cMP y las cR del NEB. También se ilustra la micropipeta utilizada para el registro extracelular
asi como para la aplicacion iontoforética y por presion del marcador. B: Microfotografia del
NEB (izquierda) mostrando la localizacién de las cMP y las cR. D y V indican dorsal y ventral
respectivamente. La biocitina fue aplicada en la vecindad de las cMP, localizacién indicada
por la presencia de un registro de potencial de campo tipico (derecha, ver métodos)
(modificada de Comas y Borde, 2010).

En otra serie experimental (8 animales) se utilizé biocitina como
marcador retrogrado (2% en KCI, 0.5 M). La biocitina (n-biotynoyl-L-lisina) es
muy efectiva tanto para el marcaje retrégrado como anterégrado (Kobbert y
col., 2000; Vercelli y col., 2000). Este marcador ha probado ser muy efectivo y

sensible, difunde poco desde el sitio de inyeccion y marca tanto somas como
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axones, aunque el marcaje de dendritas es moderado. Una ventaja adicional es
que las fibras de pasaje intactas o glia no captan el marcador y los resultados
se pueden analizar utilizando microscopia convencional (fotonica).

La biocitina se aplicé por iontoforesis, mediante pulsos de polaridad
alternante (2-6 mA, 500 ms, 0.5 Hz durante 30-60 min) usando una PSIU6
(Grass Instuments, EEUU), utilizando microelectrodos de vidrio con una
resistencia de entre 5-20 MQ (Fig. 11A). Una vez finalizada la ionotoforesis, se
siguid el mismo procedimiento realizado luego de la inyeccion del WGA: cierre
de la craneotomia, sobrevida de 2-3 dias y extraccion del cerebro para ulterior
procesamiento histologico.

Las células marcadas se revelaron utilizando el kit Vectastain ABC
System (Vector Laboratories, EEUU), basados en los procedimientos estandar
descritos por Horikawa y Armstrong (1988). Para ello, se bloqueé la peroxidasa
endogena con una solucién de peroxido de hidrégeno (30% en PBS), y los
cortes se incubaron con un anticuerpo biotinilado con el fin de amplificar la
sefal. Luego la biotina se reveld utilizando la técnica de diaminobencidina
potenciada con niquel durante 7-8 minutos.

Se consideraron como neuronas marcadas aquellas cuyo soma fue
inequivocamente marcado, y su conteo fue realizado por mas de un
observador. La descripcion del marcaje en relacion a las estructuras del tronco
encefalico y diencéfalo se bas6 en el atlas estereotaxico de Apteronotus
leptorhynchus (Maler y col., 1989). Esta serie experimental nos permitid
topografiar las neuronas presumiblemente PreMP en G. omarorum de acuerdo

a estructuras anatdémicas conocidas.
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f) Resultados

La observaciéon de los cortes obtenidos a partir de los animales
inyectados con WGA-Alexa en el microscopio de fluorescencia reveld la
existencia de multiples neuronas fluorescentes dentro y fuera del area de
inyeccion (Fig. 12A). Por ejemplo, las cR dentro del NEB mostraron senal aun
cuando el fluoréforo fuera inyectado a nivel de las cMP. La inspeccion de estos
cortes mostrd sin embargo ligeras diferencias en la emision. El marcaje de las
cR podria ser interpretado como inespecifico debido a la presencia de un
pigmento citoplasmatico autofluorescente denominado lipofuscina, que se
encuentra en distintos tipos celulares, inclusive las del SNC (Brizzee y col.,
1974, Quintana, 2010). ElI amplio espectro de excitacion/emisién de este
pigmento citoplasmatico se superpone con el de la mayoria de los fluoréforos
comunmente utilizados en el marcaje retrégrado (Corréa y col., 1980; Partanen

y col., 1980; Kalyuzhny y Wessendorf, 1998).

Figura 12: Distribucion del WGA-ALEXA fluor a nivel del NEB inyectado en la proximidad de las

cMP. A: Microfotografia de fluorescencia de un corte transversal del tronco encefélico que
incluye principalmente el sector dorsal del NEB y el mif. Aunque con caracteristicas diferentes
se observa fluorescencia dentro y fuera del nucleo. Nétese que las cR también presentan
sefial (flecha). B: Luego de la sustraccion digital del marcaje extranuclear, la sefial se observa

restringida principalmente al sector de las cMP, aunque invade las regiones cercanas del mif.
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En las imagenes obtenidas del NEB, se procedid a la sustraccion digital
del marcaje atribuido a la lipofuscina (ver Fig 12B). Este procedimiento mostro
claramente la distribucién del WGA-Alexa en el area de inyeccion. La utilizacion
del mismo procesamiento digital en otras areas del SNC no permitié detectar
neuronas marcadas con este fluoréforo.

Por lo arriba expuesto, esta estrategia experimental fue descartada y los
experimentos de marcaje retrogrado se realizaron utilizando biocitina. Este
marcador aplicado en el centro del NEB en el eje rostro-caudal se distribuyo
casi exclusivamente entre las cMP (Fig. 13), extendiéndose desde el polo
rostral hasta el caudal del nucleo sin invadir el sector de las cR, a pesar de la

cercania de ambos tipos celulares.
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Figura 13: Extensién del area de inyecciéon de biocitina en los experimentos de marcaje
retrogrado. Microfotografias de cortes del NEB (80 pum) revelados con el procedimiento
estandar (depésitos de biocitina en negro) contratefiidos con rojo Pyronina Y. A: Vista parcial
(sector dorsal) del NEB en un corte transversal a nivel del centro del nucleo. B: Corte
horizontal del NEB a nivel de las cMP). El marcador se distribuye exclusivamente a nivel de

las cMP. En A dorsal arriba y en B, Ry C indican rostral y caudal respectivamente.

La cantidad de neuronas marcadas fue relativamente baja; en promedio
se encontraron 33 neuronas por animal, aunque el rango fue variable (7 a 158).
La descripcién anatdmica de las neuronas marcadas en el presente trabajo se
refiere a las caracteristicas generales de los somas neuronales marcados y

particularmente a su distribucion topografica en el tronco encefalico. En
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aquellos casos en que fue posible se hizo una descripcidon somera de las
caracteristicas del arbol dendritico.

En general, las neuronas marcadas se distribuyeron bilateralmente
formando parte de, o en intima relacion con, la formacion reticular del tronco,
conformando una columna de neuronas dispersas que se extiende desde el
diencéfalo hasta el polo rostral del NEB. Esta distribucién peculiar impidi6 la
delimitacién de nucleos claros. En consecuencia, para su descripcion en el
presente trabajo, decidimos agruparlas arbitrariamente en tres regiones:
diencefalica, octavo-lateral y bulbo caudal. El nivel diencefalico se selecciond
con fines comparativos en consideracion de la descripcion del PPn presente en
especies relacionadas. Los otros dos niveles, revelando una localizacion
inesperada de probables nPreMP, se seleccionaron por su relacion con
estructuras conocidas, identificables morfo y electrofisiolégicamente (CM y
NEB), facilitando su estudio en etapas subsiguientes del trabajo.

A nivel diencefélico se encontraron 82 neuronas en 3 de los animales
inyectados (Fig. 14A y B). La regidon ocupada por estas células se encontrd
limitada hacia adentro por el nucleo central posterior del talamo (CP), con quien
entran en intima relacion (Fig. 14C y D), y el nucleo periventricular del tubérculo
posterior (nNTPP), lateralmente por el nucleo subelectrosensorius y el nucleo

diffusus lateralis (DFI). En el eje rostro-caudal se extendi6 alrededor de 800 um

y se encontro a una profundidad aproximada de 3000 um de la superficie
cerebral (rango 2700-3200 um).
Las células marcadas presentaron cuerpos celulares de forma vy

diametro variados. La mayoria de las neuronas (~80%) presentaron somas

ovoides pequenos (diametro mayor promedio de 11.6 um, sd + 3.6 um), sin
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embargo también se observaron algunas células multipolares con somas

grandes (diametro promedio de 19.3 um, sd £ 1.0 um). Ambos tipos de células

aparecieron entremezcladas sin una organizacion topografica aparente.
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Figura 14: Neuronas marcadas en el diencéfalo. A y B: Microfotografias de neuronas marcadas
en la vecindad del CP. En un corte horizontal (A) es posible observar que los somas
neuronales (ovoides y estrellados) proximos al CP emiten multiples ramificaciones dendriticas
que se extienden en sentido rostral y caudo-lateral. En el corte transversal ilustrado en B se
observan somas neuronales con prolongaciones en sentido lateral. C: Dibujo en cdmara clara
del corte ilustrado en B indicando la posicion de las células marcadas con biocitina (flecha) y
su relacion con las principales estructuras diencefalicas. D: Esquema de un corte
representativo a nivel diencefalico ilustrando el area aproximada (area gris) que ocuparon las
neuronas marcadas a este nivel en el total de experimentos de marcaje (n= 6). Se sefialan las

principales estructuras anatémicas de la region.

La segunda region en la que se encontraron neuronas marcadas (28
células en 5 animales) se localizé en el area octavo-lateral. Las células se
observaron en la regién lateral y dorsal a los somas de las CM (Fig. 15A y B),
en zonas mediales del nucleo octavo-lateral medial (MON). Hacia fuera, el
limite del area ocupada por estas células fue el nucleo octavo-lateral

magnocelular (MgVIll). Las neuronas se distribuyeron en un area localizada a
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una profundidad de 2700-3000 um desde la superficie cerebral, en una region
que se extendio en sentido rostro-caudal por aproximadamente 500 pm.

La mayoria de las células marcadas mostraron somas grandes (diametro
promedio de 17.8 um, sd + 3.3 um), y arboles dendriticos que se extienden

principalmente en direccion ventral y lateral, hacia el MgVIll (Fig. 15C y D).
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Figura 15: Neuronas marcadas en el area octavo-lateral. A y B: Microfotografias de neuronas
marcadas en la vecindad de la CM, cuyo soma se identifica claramente (asterisco). En un
corte transversal (A) se observan neuronas marcadas con prolongaciones que se extienden
principalmente en sentido ventro-lateral. En B (corte horizontal) se observan somas
neuronales localizados por delante de la CM. C: Dibujo en camara clara del corte ilustrado en
A indicando la localizacion de las células marcadas retrogradamente (flecha) en intima
relacion con el nucleo octavo-lateral medial. D: Esquema de un corte representativo del area
octavo-lateral ilustrando la superficie aproximada (area gris) que ocuparon las neuronas
marcadas en el total de los experimentos de marcaje (n= 6). Se sefialan las principales

estructuras anatdémicas de la region.

La mayoria de las neuronas marcadas (90 células en 6 animales) se
localizaron a nivel del bulbo caudal. Estas neuronas se encontraron dispersas
en columnas bilaterales rostro-caudales, lateral al fasciculo longitudinal medial
(mlf), en el limite dorsal de la formacion reticular (Fig. 16), a una profundidad de
aproximadamente 3000 pum (rango 2800-3500 pm) de la superficie cerebral.

Los somas encontrados fueron moderadamente elongados (diametro mayor
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promedio de 19.6 um, sd + 4.6 um) con finas dendritas extendidas en direccion

dorsal y lateral (Fig. 16 Ay B).
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Figura 16: Neuronas marcadas a nivel del bulbo raquideo caudal. A y B: Microfotografias de

neuronas marcadas retrogradamente préximas a la formacion reticular del bulbo raquideo
caudal. En estos cortes transversales se observan neuronas con somas elongados con
dendritas que se extienden en sentido dorsal y lateral. C: Dibujo en camara clara del corte
ilustrado en A indicando la posicion de las células marcadas con biocitina (flecha) y su
relacion con la formacion reticular. D: Esquema de un corte representativo a nivel del bulbo
caudal ilustrando el area aproximada (area gris) que ocuparon las neuronas marcadas a este
nivel en el total de experimentos de marcaje (n= 6). Se sefialan las principales estructuras

anatémicas de la region.

En 3 de los 6 animales fueron observadas pocas neuronas marcadas (en
total 18) en la region situada lateral al locus coeruleus y al nucleo
subcoeruleus, ventral al nucleo paralemniscal, cerca de los limites dorsales de
la formacion reticular mesencefalica (Fig. 17A y B).

Los resultados de los experimentos de marcaje retrogrado con biocitina
se muestran resumidos en la Fig. 17. En el eje rostro-caudal, las neuronas
marcadas se encontraron en columnas bilaterales extendiéndose desde el
diencéfalo, en la proximidad del CP del talamo, hasta el polo rostral del NEB
distribuidas de forma no homogénea (Fig. 17). En un corte coronal, la
localizacion de estas neuronas se ilustran como areas sombreadas en tres

secciones transversales representativas: las neuronas marcadas ubicadas en
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las inmediaciones del nucleo CP del talamo (Fig. 14D), las neuronas del area
octavo-lateral, en la vecindad de los somas de las CM (Fig. 15D) y en el bulbo
caudal (Fig. 16D). Estos ultimos dos grupos no estan incluidos en ninguna

descripcion previa de nPreMP en peces gymnotiformes.

Diencéfalo

Bulbo

Médula

Figura 17: Resumen de la distribucién de neuronas marcadas. lzquierda: Esquema de un corte
horizontal representativo que incluye el diencéfalo, tronco encefalico y el sector rostral de la
médula espinal. Se incluyen los somas celulares marcados (puntos rojos) observados en
nuestros experimentos de marcaje retrégrado efectuados con éxito (6 de 8 animales). Se
ilustran también los somas de las CM (en negro) y el NEB (en gris), estructuras neurales que
fueron tomadas como referencia. La linea media esta representada por la linea punteada
vertical. Derecha: Esquema de una vista lateral del cerebro de G. omarorum que muestra la

distribucion de los PPs. Se incluyen también referencias anatémicas.
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CAPITULO V: IDENTIFICACION FUNCIONAL DE nPreMP

En linea con el rigor metodologico que subyace a la definicion de PPs
adoptada en el presente trabajo y en virtud de la inusual distribucién de
neuronas marcadas en los experimentos de marcaje retrégrado, desarrollamos
acciones experimentales tendientes a obtener evidencias funcionales acerca de
la naturaleza PreMP de estas neuronas.

a) Metodologia

La mayoria de los experimentos, se disefiaron para activar localmente
poblaciones de neuronas en las areas que mostraron mayor densidad de
marcaje.

La activacion local de poblaciones neuronales se realizé mediante la
aplicacion de microvolumenes de glutamato (Glu). La utilidad de esta técnica se
apoya en que existe una amplia distribucion de receptores glutamatérgicos en
el SNC de gymnotiformes, particularmente en el nucleo electrosensorius y PPs
(Maler y Monaghan, 1991; Spiro y col., 1994). Por tanto es razonable suponer
que las nPreMP de G. omarorum sean sensibles al Glu. Sumado a esto, en
otras especies de gymnotiformes el estudio de las PPs ha sido mediante esta
técnica (Kawasaki y Heiligenberg, 1989; Keller y col., 1991). La estimulacion
eléctrica en estructuras profundas del SNC puede provocar el reclutamiento no
solo de las neuronas de interés sino también de las fibras de pasaje en el
entorno, por lo tanto este método fue descartado.

Para evaluar la capacidad de iniciar modulaciones de la DOE de estas
probables nPreMP se utilizé un inyector por presion Picospritzer |l para aplicar
microvolumenes de una solucion de Glu (10 mM de acido L-glutamico en NacCl,

Fig. 18). La presion ejercida en cada inyeccion (10-40 psi, 50-60 ms) fue la
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minima suficiente como para generar una gota de volumen de entre 0.5y 15 pl

(medido en el aire).

D Registro
— extracelular
|_<— Presion

—

—

‘ Glu 10 mM

cMP

cR

Figura 18: Metodologia utilizada para la identificacién funcional de las PPs. Se ilustran las
estructuras principales del sistema eletrogenerador: las PPs y las cMP y cR que integran el

NEB. La micropipeta fue utilizada para el registro extracelular y para la aplicacion de

microvolimenes de una solucién de Glu 10 mM mediante presién.

Las regiones seleccionadas para ensayar la sensibilidad al Glu fueron a
nivel del diencéfalo, del area octavo-lateral y a nivel de la formacién reticular,
entre el centro del NEB y 1000 um en direccion rostral. A nivel diencefalico, la
solucion se aplicé en el area comprendida entre 1000 y 1800 pm caudal a la
fisura entre el cerebro anterior y el tectum, y entre 200 y 700 um de la linea
media. En el sector bulbar estas inyecciones se efectuaron a diferentes
distancias de la linea media, en un rango de 400 a 900 um. En el eje rostro-
caudal las aplicaciones se realizaron en 4 o 5 posiciones cada 500 um a partir
del centro del NEB. En trabajos previos del grupo se estimé que la difusion del
Glu a partir de inyecciones similares afecta la descarga de neuronas hasta una
distancia de aproximadamente 200-250 um (Curti y col., 1999), con lo cual el
area ocupada por neuronas marcadas fue explorada de forma extensiva. En las
topografias estudiadas la inyeccion de un volumen similar de NaCl (154 mM)
no provocé cambios evidentes de la frecuencia de la DOE, por lo que las

respuestas observadas durante las maniobras propuestas se interpretaron
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como especificas a la aplicacién de Glu. En cada una de las regiones en las
que se ensayo la sensibilidad al Glu se realizaron por lo menos 10 recorridos
exploratorios verticales de 1500 pm, inyectando cada 100 pum. La modulacién
de la DOE provocada por la inyeccion se considerd evidencia funcional a favor
de la naturaleza PreMP de las poblaciones neuronales en estudio en tanto su
latencia fue suficientemente breve, i.e.: cuando la inyeccion afectd
especificamente el intervalo en el que se aplicd el Glu. Aun cuando no puede
ser medida, la latencia de la modulacion de la DOE fue en todos los casos
inferior a la duracién del intervalo natural. Para cada recorrido vertical
exploratorio se construyd un perfil de respuesta a Glu en funcidn de la
profundidad.
b) Resultados

La evidencia morfologica obtenida mediante el marcaje retrogrado de
neuronas luego de la inyeccidn de biocitina en el NEB de G. omarorum sugiere
la existencia de distintas poblaciones neuronales que controlan la actividad de
este nucleo. Por lo tanto, basandonos en nuestra descripcion topografica de las
neuronas marcadas, realizamos inyecciones locales de glutamato para activar
estas probables nPreMP diencefalicas, del area octavo-lateral y del bulbo
raquideo caudal.

i) Neuronas diencefalicas

La exploracion de la sensibilidad al Glu en la regién diencefalica se
realiz6 en 7 animales. En la Fig. 19 se muestra un ejemplo representativo de
las respuestas maximas provocadas por la aplicacion de Glu en esta region. En

un recorrido vertical localizado a 650 pm de la linea media en el diencéfalo, la

respuesta maxima fue observada a una profundidad de 2600 pum y consistié en
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un aumento de la frecuencia de la DOE (7.5 Hz) de corta latencia, cuya
duracion fue de 3.2 s (Fig. 19A). A 600 um dorsales de esta localizacion, la
amplitud de la respuesta disminuy6 al 37% de la respuesta maxima, mientras
que a 200 pm ventrales al punto maximo de respuesta no parece haber

neuronas sensibles a Glu (Fig. 19B).
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Figura 19: Modulacién de la DOE provocada por la aplicacion de glutamato a nivel de neuronas

del diencéfalo. A: Grafico de frecuencia de la DOE en funcién del tiempo de la respuesta
maxima provocada por la inyeccion de Glu (20 ms, 15 psi) durante un recorrido vertical
exploratorio realizado a 650 pm de la linea media. El tridngulo indica el momento de
aplicacién del Glu, y la linea punteada indica la frecuencia control (valor a la izquierda). B:
Amplitud de pico de las respuestas (normalizadas a la respuesta maxima) obtenidas a lo largo
del recorrido vertical exploratorio en la misma localizacion. C: En un corte transversal
representativo a nivel del diencéfalo se ilustran en circulos negros los sitios de maxima
sensibilidad al Glu obtenidos en esta serie experimental. En recorridos verticales exploratorios
mas extensos (ejemplo en el recuadro) también se detectaron localizaciones mas dorsales

con sensibilidad a Glu (circulos grises).

Las respuestas maximas se observaron a una profundidad media de
2800 pum (sd £160 um) desde la superficie del cerebro. En todos los casos, Glu
provocd aumentos de la frecuencia de la DOE sin modificacién aparente de su
forma de onda. En la Fig. 19C se representan los sitios de respuesta maxima
observados en estos experimentos a nivel del diencéfalo en un corte coronal

(circulos negros), de acuerdo a sus coordenadas lateral y vertical. Los sitios de
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maxima respuesta a Glu y la region de neuronas marcadas observadas en el
diencéfalo, cerca del CP talamico (ver Fig. 14C) estan correlacionados.

En 3 animales, la exploracion vertical se realizé a partir de una
profundidad de 1500 um y se extendié hasta las 4000 pm. Durante estos
recorridos, existio una zona mas dorsal a la arriba descrita en la cual la
aplicacion de Glu provocoé aumentos considerables de la frecuencia de la DOE
(Fig.19C recuadro). Esta region fue detectada en un rango de profundidad de
entre 1700-2100 um desde la superficie cerebral (circulos grises en Fig. 19C).
Los aumentos de frecuencia provocados por el Glu alcanzaron un 80% del
maximo, aunque el curso temporal de ascenso de frecuencia fue mas lento.
Las respuestas producidas por la aplicacion de Glu en esta region se deben a
la activacion de neuronas ubicadas en la region medial del torus semiciruclaris
ventral (Metzner y Viete, 1996).

ii) Neuronas del area octavo- lateral

En la exploracion sistematica de la sensibilidad al glutamato en el area
octavo-lateral la referencia topografica fue la CM, que puede ser reconocida
facilmente en un registro electrofisiolégico (ver métodos especificos y Furshpan
y Furukawa, 1962; Faber y Korn, 1978; Borde y col., 1991). La punta de la
pipeta de Glu, también utilizada para el registro extracelular (Fig. 18), fue
ubicada en la profundidad del tronco a distancias conocidas del Sl de la CM.
Un ejemplo de la respuesta al Glu en esta region se muestra en la Fig. 20A, en
la cual su aplicacién a una distancia de 800 um lateral a la linea media (350 pum
lateral a la CM) produjo un aumento de frecuencia de aproximadamente 8.6 Hz
con una duracion de 4.9 s a una profundidad de 2900 um. A lo largo del mismo

recorrido, se encontraron neuronas sensibles al Glu, aunque con respuestas
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que decrecen gradualmente, hasta 700 pum ventrales al sitio de maxima
respuesta, mientras que en sentido dorsal la respuesta desaparecié a 300 um

(Fig. 20B).
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Figura 20: Modulacién de la DOE provocada por la aplicacion de glutamato a nivel del area

octavo-lateral. A: Grafico de frecuencia de la DOE en funcion del tiempo, ejemplo de
respuesta maxima provocada por la aplicaciéon de Glu (20 ms, 15 psi) durante un recorrido
vertical exploratorio. El triangulo indica el momento de aplicacion del Glu, y la linea punteada
indica la frecuencia control, cuyo valor se encuentra a la izquierda. B: Amplitud de pico de las
respuestas (normalizadas a la respuesta maxima) obtenidas a lo largo del recorrido vertical
exploratorio de A. C: En un corte transversal representativo a nivel del area octavo-lateral se
ilustran los sitios de maxima sensibilidad al Glu (circulos negros). En recorridos verticales mas

extensos (ejemplo en el recuadro), en el ELL se detectoé sensibilidad al Glu (circulos grises).

Las maximas respuestas al Glu fueron observadas a una profundidad
media de 2750 pum (sd + 420 um). En el esquema de corte coronal a nivel de
las CM de la Fig. 20C, los circulos negros representan los sitios de maxima
respuesta al glutamato observados en 16 animales, localizados de acuerdo a
las coordenadas lateral y vertical respecto a la CM. El area ocupada por los
circulos negros esta incluida en la region donde previamente se observaron las
neuronas marcadas retrégradamente, en posicion lateral y dorsal a los somas

de las CM (ver Fig. 15C para comparar).
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En 6 animales, durante la exploracion de la sensibilidad al Glu en
recorridos comenzados a partir de 1500 um de la superficie se encontraron
respuestas sistematicas a una profundidad de 1500-2200 pum (circulos grises,
Fig. 20C). A diferencia de las respuestas en los sitios mas ventrales, en esta
region el Glu provocé modulaciones de la DOE de menor amplitud (hasta 75%
del maximo) y con curso temporal mas lento (Fig. 20C recuadro). En esta
region dorsal se encuentran las porciones mediales del ELL, estructura que
procesa informacion sensorial (Bell, 1981).

iii) Neuronas del bulbo raquideo caudal

La exploracién de la sensibilidad al Glu en el sector caudal del bulbo
raquideo se realizdé en 3 puntos diferentes, separados por 500 um en sentido
antero-posterior, con resultados generales similares. Una vez localizado el
centro de las cMP del NEB, referencia electrofisioldgica utilizada en este sector,
la misma pipeta conteniendo Glu se ubico a distancias conocidas del NEB en
sentido rostral y lateral. En la Fig. 21 se ilustra un ejemplo de los resultados
obtenidos durante un recorrido vertical de la pipeta del Glu, realizado a 500 pm
de la linea media y aproximadamente a 1000 um anteriores del NEB. A una
profundidad de 2800 um (Fig. 21A), la aplicacién de Glu provocd un aumento
de frecuencia de la DOE de corta latencia, alcanzando una amplitud de pico de
7.9 Hz y con una duracion de 3.7 s. A lo largo de este recorrido vertical, las
respuestas al Glu decrecieron de forma no monotdnica tanto en direccion
dorsal como ventral respecto a la profundidad de maximo efecto (Fig. 21B). Los
sitios de respuesta maxima observados durante la exploracion con Glu en el

bulbo caudal (6 animales, 36 recorridos verticales) se encontraron a una

profundidad media de 2810 pum (sd = 90 pm). En un corte coronal

51



representativo se sefalan los sitios que provocaron respuesta maxima durante
estos experimentos (circulos negros, Fig. 21C). El area de sensibilidad al Glu
en el bulbo caudal se corresponde aproximadamente con la regién donde se

encontraron las neuronas marcadas retrogradamente (ver Fig. 16C).
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Figura 21: Modulacién de la DOE provocada por la aplicacion de glutamato a nivel del bulbo.

caudal. A: Grafico de frecuencia de la DOE en funcién del tiempo, ejemplo de respuesta
maxima provocada por la inyeccion de Glu (20 ms, 15 psi) durante un recorrido vertical
exploratorio a 500 um de la linea media y 1000 um del centro del NEB. El triangulo indica el
momento de aplicacién del Glu, y la linea punteada indica la frecuencia control (valor a la
izquierda). B: Amplitud de pico de las respuestas al Glu (normalizadas a la respuesta maxima)
obtenidas a lo largo del recorrido vertical exploratorio en la misma localizacién. C: En un corte
transversal representativo a nivel del bulbo raquideo caudal se representan los sitios de
maxima sensibilidad al Glu (circulos negros) obtenidos durante esta serie experimental. En
recorridos verticales exploratorios mas extensos (ejemplo en el recuadro) también se

detectaron localizaciones mas dorsales con sensibilidad a Glu (circulos grises).

Ante la exploracidon de sectores mas dorsales en esta region, se

encontré un area adicional de sensibilidad al Glu a una profundidad de 1700-

1900 um (circulos grises, Fig. 21C). En esta region se encuentra el nucleo

medialis, que recibe informacién a través del nervio de la linea lateral.
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CAPITULO VI: PARTICIPACION DE LAS nPreMP EN EL M-ARDOE

El cumplimiento de los objetivos especificos anteriores nos permitio
obtener evidencias acerca de la existencia de PPs en G. omarorum. Segun
nuestra hipdtesis las PPs participan en la organizacion del M-ARDOE, y
constituyen la verdadera interfase entre dos sistemas de importancia vital para
G. omarorum. Por tanto el siguiente objetivo fue obtener evidencias acerca de
la participacion de las PPs descritas en las secciones anteriores en esta
estrategia de ISM.

a) Métodos

Una forma de investigar in vivo el papel de las nPreMP en esta
modulacién incluye el analisis de cambios del M-ARDOE producido por la
exclusion total de las PPs del circuito neural involucrado (Fig. 22). Como
evidencia adicional, en algunos experimentos se investigo la correlacion entre

la activacion de estas neuronas y el M-ARDOE.

\ Int.
CM

Figura 22: Metodologia utilizada para evidenciar la participacion de las nPreMP en el M-

ARDOE. Se representa el circuito tentativo responsable de esta modulacion: la CM y su
conexion con el sistema electrogenerador a través de un grupo de interneuronas (Int.). El
sombreado y sobretachado de las PPs ilustran su exclusion del circuito y resumen la

estrategia experimental utilizada.

La disposicion de las nPreMP en G. omarorum, ampliamente distribuidas
de forma bilateral extendiéndose desde el diencéfalo hasta el bulbo raquideo
caudal impide la utilizacion de la exclusién total de las PPs como estrategia

experimental para demostrar su papel en el M-ARDOE. Esto nos obligd a
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evaluar la participacion de estas distintas regiones en el M-ARDOE utilizando
dos aproximaciones técnicas diferentes: i) la exclusidn permanente de las
nPreMP rostrales a la CM vy ii) la exclusion transitoria de porciones restringidas
de PPs (region diencefalica, area octavo-lateral y bulbo caudal).

A los efectos del presente trabajo, la amplitud de pico, la duracion total

de la respuesta y la constante de tiempo de la recuperacion de la frecuencia

basal (T..) fueron consideradas como variables caracteristicas del M-ARDOE,
que sistematicamente se provocod con un estimulo espinal supraumbral para
ambas CM. Para cada condicion experimental, las variables caracteristicas del
M-ARDOE de Ila situacion control (M-ARDOE previo a la maniobra
experimental) se compararon con las obtenidas luego de la maniobra
experimental. Como en la mayoria de los casos fue contrastada la hipotesis
nula entre la condicion control y la condicidn inducida por los agentes
bloqueantes en el animal, se utilizé el test de t de Student pareado de dos colas
para determinar diferencias estadisticamente significativas, utilizando un a de
0.05.

De manera complementaria, en experimentos seleccionados, se
realizaron registros unitarios en el area de las PPs de la actividad provocada
por la activacion de la CM (ver luego).

i) Bloqueo irreversible de nPreMP

Mediante una hoja de bisturi se realizé una seccidn transversal completa
del cerebro del pez a la altura del limite caudal del tectum, a una distancia de
entre 500 y 1000 pum en direccion rostral a la localizacion de las CM (Fig. 23A).

En general, la frecuencia de la DOE aumenté de forma transitoria

inmediatamente luego de la seccién entre 7 y 10 Hz por encima de la
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frecuencia basal, retornando a los valores control luego de 2 minutos.
Habitualmente, la frecuencia se mantuvo estable por el resto del experimento

(hasta 90 minutos).

Figura 23: Métodos de inactivacién. Dibujo esquematico de una vista lateral del cerebro de G.
omarorum. En el esquema se incluye como referencia la localizacion aproximada de la CM y
el NEB y de la entrada del nLL y el nVIIl. Las areas oscuras representan las PPs. A: La linea
punteada vertical indica el nivel al cual se seccion6 el tronco encefalico durante el analisis de
la funcion de las nPreMP diencefalicas en el M-ARDOE. B: Las flechas indican la localizacion

aproximada de la inyeccién de antagonistas glutamatérgicos.

ii) Bloqueo reversible de nPreMP

La estrategia experimental disefiada con el fin de inactivar
reversiblemente las nPreMP incluyé la inyeccidon por presion de una solucion
conteniendo antagonistas para receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y no-
NMDA (acido (%)2-amino-5-fosfonopentanoico: AP5 500 uM, y 6-ciano-7-
nitroquinoxalina-2,3-diona complejo HBC: CNQX 500 pM; en NaCl 0.9%). Al
igual que en las nPreMP de Brachyhypopomus y Apteronotus (Kawasaki y col.,
1988; Kawasaki y Heiligenberg, 1989; Maler y Monaghan, 1991), las evidencias
obtenidas durante los experimentos realizados durante este trabajo indican que
las nPreMP presentan receptores para glutamato. En consecuencia, la
exclusion del circuito de un grupo de nPreMP utilizando la aplicacion de
antagonistas glutamatérgicos en topografias seleccionadas deberia provocar

modificaciones especificas del M-ARDOE.
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Se inyectaron microvoliumenes (100 um de diametro medido en el aire)
utilizando un Picospritzer Il (30 psi, 50-300 ms) en sectores restringidos de
nPreMP, seleccionados de acuerdo a la densidad de neuronas marcadas y a
los perfiles de las respuestas a la aplicacidon local de Glu en el diencéfalo, el
area octavo-lateral y el bulbo raquideo caudal (Fig. 23B). En algunos
experimentos, en primera instancia se procedié a la deteccién del sitio de
respuesta maxima a Glu para aplicar los antagonistas en la misma localizacién.
En general las aplicaciones fueron unilaterales salvo excepciones en que se
realizaron bilateralmente.

Para estos experimentos el M-ARDOE se provoco con estimulos Unicos
repetidos a baja frecuencia (cada 3 minutos) evaluando las modificaciones de
las variables caracteristicas provocadas por una Uunica inyeccién de
antagonistas.

Para descartar la posibilidad de que la reduccion del M-ARDOE fuera
consecuencia del bloqueo de la sinapsis glutamatérgica nPreMP-cMP en el
NEB, se realizaron experimentos en los cuales se ensayé la sensibilidad de las
cMP al Glu durante el bloqueo de las nPreMP. Para ello, antes y durante el
efecto de los antagonistas glutamatérgicos, inyectados en una posicion a 1000
pm rostrales al NEB, se aplicd Glu en el centro de las cMP mediante presion
(10-20 psi, 50-100 ms).

b) Resultados

En promedio (n=43), el M-ARDOE control presenté una amplitud de pico

de 9.7 Hz (sd £ 4.4 Hz), una duracion total de 2.9 s (sd £ 1.3) y un Te. de 0.67 s

(sd £ 0.40 s).
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i) [Inactivacion permanente de las nPreMP diencefalicas

De acuerdo al circuito neural tentativo que organiza el M-ARDOE (ver
Fig. 10), la contribucion de las PPs diencefalicas deberia ser eliminada ante la
seccion transversal completa del tronco encefalico a la altura del limite caudal
del tectum (ver esquema en Fig. 23A). Para probar esta hipétesis se provoco el

M-ARDOE antes y después de la seccién del tronco en 9 animales.
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Figura 24: Efectos de la exclusion de las nPreMP diencefdlicas sobre el M-ARDOE. Se
muestran los graficos de frecuencia de la DOE en funcion del tiempo. A: M-ARDOEs antes
(circulos blancos, CONTROL) y 3 minutos después de la seccion total del tronco encefalico a
nivel del limite caudal del tectum (circulos negros, SECCION). B: M-ARDOESs antes (circulos
blancos, CONTROL), a los 5 minutos (circulos negros) y 25 minutos (circulos grises) de la
aplicaciéon de antagonistas glutamatérgicos en las nPreMP diencefalicas. El asterisco indica el
momento de estimulacién de las CM; la linea punteada indica la frecuencia basal, cuyo valor

se encuentra a la izquierda.

Las modificaciones del M-ARDOE se evaluaron luego de la recuperaciéon
completa de la frecuencia basal de la DOE. Tal como se ilustra en el ejemplo
de la Fig. 24A, la amplitud de pico del M-ARDOE se redujo al 91.4% del control
(de 7.7 Hz a 6.8 Hz) debido a la seccion del tronco. En contraste con la leve

modificacion de la amplitud, la duracion de la respuesta disminuy6 de 2.3 s a

0.97 s, con una reduccion del Te.. al 36.6% del control. Estos cambios

persistieron durante el resto del experimento (esto es, 90 minutos).
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ii) Inactivacion transitoria de las nPreMP
- nPreMP diencefalicas.

En estos experimentos se obtuvieron resultados similares a los
observados durante las maniobras de exclusion permanente, aunque mediante
la aplicacion local de una solucion de CNQX-AP5 (11 inyecciones, 7 animales).
Como se muestra en el ejemplo de la Fig. 24B, luego de la aplicacién bilateral

de antagonistas glutamatérgicos (100 ms, 30 psi) en la regién diencefalica, la

Te. del M-ARDOE disminuyé al 33.4% del control, mientras que la amplitud de
pico mostré una reduccion al 91.6% del control. Estos efectos se revirtieron
lentamente, y el M-ARDOE recuperé sus parametros control luego de
aproximadamente 75 minutos. En general, la recuperacion del M-ARDOE

control luego del bloqueo se revirtio en un rango de 50 a 90 minutos.
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Figura 25: El reclutamiento de las nPreMP diencefalicas determina la duraciéon del M-ARDOE.

Resumen del resultado (media + sd, n=20) del efecto del bloqueo de las nPreMP diencefalicas

sobre la amplitud del M-ARDOE (barra gris oscura) y la Tqc (barra gris claro) graficados como

porcentaje de sus respectivos valores control.

El resumen de los resultados obtenidos tanto mediante los experimentos
de seccion como de inyeccion de AP5-CNQX en las inmediaciones de las
nPreMP diencefalicas se muestran en la Fig. 25 (n=20). El bloqueo de las

nPreMP diencefalicas produjo una reducciéon marcada de la duracién del M-
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ARDOE, con una disminucién significativa del T.. @ un valor promedio del
52.1% (sd £ 28.1%; p=0.0013) del control, con efectos menores sobre su
amplitud de pico (99.1 del control + 25.1%; p=0.4).
- Inactivacion de las nPreMP bulbares

La exclusion de las nPreMP diencefalicas del circuito hipotético que
organiza el M-ARDOE sugiere la participacion de otro grupo de neuronas
caudales al sitio de seccion. En consecuencia se disefiaron maniobras
experimentales dirigidas a determinar si las nPreMP bulbares pertenecen a
este grupo. Debido a su distribucién dispersa a lo largo de una extensa area
entre el NEB y la vecindad de las CM, el rol de las nPreMP del bulbo raquideo
en el M-ARDOE fue investigado mediante la aplicacion local de
microvolumenes de antagonistas en el area octavo-lateral y en dos regiones
discretas localizadas a distancias conocidas del NEB (500 y 1000 pm
rostrales), a 500-600 um de la linea media.

Mediante este procedimiento, de un total de 29 inyecciones (7 animales),
se observaron cambios minimos en el M-ARDOE sélo en 4 oportunidades
(13.8%). Estas modificaciones implicaron una reduccién de la amplitud de pico

a 92,2% del control (sd + 9.3%, p=0.003) sin modificacién de la duracion total ni

la Tsc. Estos resultados podrian indicar que en la mayoria de los casos la
aplicacion local de bloqueantes haya impedido el reclutamiento de nPreMP no
involucradas en el M-ARDOE. Alternativamente la ausencia de efectos
evidentes en la mayoria de los casos podria indicar que, aun perteneciendo al
circuito responsable del M-ARDOE, el numero de neuronas afectadas por la

inyeccion haya sido insuficiente para provocar cambios en la modulacion.
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Considerando que la activacion de los circuitos asociados a las CM
posee un elevado factor de seguridad para la transmision por tratarse de vias
redundantes con contactos sinapticos de elevada eficacia (Faber y col., 1989),
desarrollamos acciones experimentales basadas en la segunda hipétesis
interpretativa. Asi, disefiamos protocolos de activacion de la CM tendientes a
reducir el factor de seguridad de estos circuitos, incluyendo el reclutamiento de
las nPreMP, y ensayar el efecto de los antagonistas en estas condiciones.

La activacion de los circuitos de salida de la CM se reduce por
estimulacién repetitiva de la CM (Faber y col., 1989; Waldeck y col., 2000; Curti
y col., 2006). En efecto, tanto el M-ARDOE como la EHP, potencial de campo
que refleja la activacion de las neuronas del circuito colateral recurrente,
desaparecen por estimulacion repetitiva de la CM (9 Hz) durante 5 s. A los
efectos de provocar la reduccién controlada y rapidamente reversible de la
excitabilidad en los circuitos asociados a la CM, se disefid un protocolo de
estimulos pareados (condicionante-prueba). Como se ilustra en la Fig. 26
(panel superior) un intervalo de 8 s es capaz de provocar estos efectos. Asi, el
protocolo provoca un incremento de la latencia de la EHP (al 108.3%, sd
4.1%, p=0.145) y la disminucién de su amplitud, particularmente del 3°" pico (al
77.9%, sd £ 5.7%, p=0.038). Como ha sido caracterizado, durante la activacion
de la CM a baja frecuencia (~0.1 Hz), la EHP presenta 2 o 3 picos de amplitud
decreciente que resultan de la descarga de una salva de PAs, sincronica en la
poblacién de neuronas PHP del circuito inhibidor colateral recurrente (Faber y
Korn, 1978; Borde y col.,, 1991; Hatta y Korn, 1998). La salva de PAs
(usualmente un triplete) constituye la respuesta neuronal al EPSP supraumbral

desencadenado por la CM en estas células.
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En nuestra situacion experimental, el estimulo pareado provoca la
reduccion de la amplitud del EPSP y en consecuencia la disminucién del
numero de PAs de la salva. Aun cuando es esperable que se haya producido
una reduccion similar en la eficacia del reclutamiento de las nPreMP, esta no
alcanzaria a expresarse en una modificacion del M-ARDOE, a juzgar por la
similitud de las respuestas provocadas por el estimulo condicionante y el

prueba (Fig. 26 panel inferior) que no mostraron diferencias significativas en

sus variables caracteristicas (amplitud de pico y T, p=0.297 y p=0.357
respectivamente). Intervalos menores invariablemente afectaron tanto la EHP

como el M-ARDOE (no mostrado).

EHP
* \
1ms
COND
'. ® PRUEBA
[ ]
L )
M-ARDOE 5 bz
L™ ndhacdiie
* 500 ms

Figura 26: Activacién de las CM por estimulos pareados y el M-ARDOE correspondiente. La
activacion antidrémica de la CM mediante estimulos pareados (intervalo de 8s) no modifica el

M-ARDOE, sin embargo reduce la eficacia sinaptica de los circuitos asociados a la CM.
Arriba: Registros superpuestos del potencial de campo (EHP) en la vecindad del Sl de la CM
en respuesta al estimulo condicionante (trazado gris, COND) y al estimulo prueba (trazado
negro, PRUEBA) de un par. Notese que la activacion por estimulos pareados de la CM
provocéd un aumento en la latencia (flecha larga) y una reducciéon de la amplitud de los
componentes tardios positivos (flecha corta) del potencial de campo provocado. Las espigas
antidrémicas de la CM (~8 mV) fueron cortadas. El asterisco indica el momento de activacion
de los axones de las CM. Abajo: M-ARDOE provocado por el mismo par de estimulos
(circulos grises, COND; circulos negros, PRUEBA).
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La participacion de las nPreMP bulbares en el M-ARDOE se analizd
nuevamente evaluando los efectos de la inyeccion local de antagonistas sobre
el M-ARDOE provocado por el estimulo prueba de cada par. Al reducir la
eficacia en el reclutamiento de las nPreMP con este protocolo, era esperable

que la aplicacion local de antagonistas pudiera afectar a un numero mayor de

nPreMP y provocar modificaciones evidentes del M-ARDOE.

CONTROL

52 min.

2Hz

e o@o& 002

o

Figura 27: Eliminacion de las nPreMP del area octavo-lateral y bulbo caudal. Graficos de

frecuencia de la DOE en funcién del tiempo de los M-ARDOEs obtenidos previo (CONTROL) y
luego de la aplicacién bilateral de antagonistas glutamatérgicos (intervalos indicados sobre
cada grafico) mediante presion (25 psi, 300 ms) en las nPreMP bulbares. El asterisco indica el

momento de activacion de las CM, la linea punteada indica la frecuencia basal, cuyo valor se
encuentra a la izquierda.

En esta situacion, el efecto de los antagonistas glutamatérgicos sobre el
M-ARDOE fue efectivo en 43 de las 48 inyecciones realizadas (89.6%). En la
Fig. 27 se muestra un ejemplo ilustrativo de los cambios observados en el M-
ARDOE. En este ejemplo, la inyeccidon de bloqueantes glutamatérgicos se

realizd bilateralmente a 1000 um del NEB y produjo una reduccién transitoria

de la amplitud de pico del M-ARDOE al 77% del control (6 minutos después de

la inyeccidn), efecto que revirtié a los 52 minutos.
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Figura 28: La amplitud del M-ARDOE es el resultado de la activacién de las nPreMP bulbares..

Resumen del resultado (media + sd) del efecto del bloqueo de las nPreMP bulbares sobre la

amplitud (barra gris oscura) y la Teec (barra gris clara) del M-ARDOE provocado por el estimulo

prueba de cada par, graficado como el porcentaje de sus respectivos valores control.

El resumen de los resultados (21 animales, 43 inyecciones) se muestra
en la Fig. 28. En promedio, la amplitud de pico del M-ARDOE se redujo al
80.2% (sd = 15.1, p<0.0001) del control, efecto que se observd luego de un
intervalo promedio de 11 minutos (rango 5-16 minutos) con una recuperacion
en 98.5 minutos (rango 40-170 minutos). Aunque la reduccion de la amplitud de

pico del M-ARDOE fue en general acompafiado de una disminucion en la

duracion total, la T.. Nno fue afectada por el bloqueo de las nPreMP bulbares
(106.4%, sd + 47.8%, p=0.58).

Para descartar que la reduccion del M-ARDOE resultara del bloqueo de
la sinapsis glutamatérgica nPreMP-cMP, en las regiones mas cercanas al NEB
se inyectd Glu en las inmediaciones de las cMP al tiempo que se aplicaron los
antagonistas a 1000 um rostrales al NEB. El Glu en las cMP provocd un
aumento de la frecuencia de la DOE que no fue afectada por las inyecciones de
antagonistas glutamatérgicos en las nPreMP del bulbo caudal. En la Fig. 29 se
muestra que la respuesta de las cMP al Glu no se modificé (n=3) mientras que
se observo una reduccion transitoria de la amplitud de pico del M-ARDOE ante

la inyeccidn de bloqueantes glutamatérgicos.
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Figura 29: Demostracion de la especificidad del bloqueo de las nPreMP bulbares. A: M-
ARDOEs provocados por el estimulo prueba del par obtenidos antes (CONTROL) y luego de
la inyeccion unilateral de antagonistas glutamatérgicos (intervalos indicados sobre cada
grafico) por presion (20 psi, 150 ms). La inyeccidon de bloqueantes se realizd en las
vecindades de las nPreMP bulbares, a una distancia de 1000 pm, anterior al NEB. En el
inserto se muestra el aumento de frecuencia de la DOE provocado por la aplicacion de Glu en
el NEB. El Glu fue aplicado por presion (10 psi, 20 ms) en la vecindad de las cMP. La amplitud
control de las respuestas al Glu esta indicada por un segmento de linea punteada. El asterisco
muestra el momento de la estimulacién de la CM y la linea punteada muestra la frecuencia de
la DOE basal, indicada por su valor a la izquierda. B: Grafico de la amplitud de pico del M-
ARDOE en funcion del tiempo (circulos blancos) y la amplitud de la respuesta al Glu (circulos
negros) obtenidos antes y a continuacion de la aplicacion de antagonistas glutamatérgicos,
inyectados en el tiempo=0 (n=3).

iii) Registro de unidades

Los experimentos previos indican que las PPs tanto diencefalicas como
bulbares son necesarias para la organizacién del M-ARDOE. La correlacion de
la actividad de las nPreMP con la ocurrencia de esta modulacion
desencadenada por la activacion de la CM, constituiria una evidencia funcional
adicional en el mismo sentido. Para ello, en algunos experimentos (n=3), se
utilizé un microelectrodo de vidrio (NaCl 3M, 35 MQ) a los efectos de realizar el

registro unitario extracelular de las nPreMP durante la activacién de la CM a
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baja frecuencia. Esta exploracion de realiz6 en la region de las nPreMP
diencefalicas y del area octavo-lateral.

En estos experimentos se registraron varias neuronas con actividad
espontanea no correlacionada con el estimulo utilizado y fueron por tanto
descartadas. Unicamente se detectaron 3 neuronas con actividad provocada
por la activacién de la CM. Los ejemplos ilustrados en la Fig. 30 corresponden
a dos neuronas registradas en el area octavo-lateral en un mismo animal. El
ejemplo incluido en la parte A pone de manifiesto la correlacion existente entre
el brote de PAs en la nPreMP provocado por la activacion de la CM vy la
modulacién de la DOE. Tanto la actividad provocada como el M-ARDOE se
abolen incrementando la frecuencia de estimulacién a 10 Hz (no mostrado).
Como la descarga de estas células (brote de PAs) también se correlaciona con
la activacion de la CM y dada la topografia del area de registro (300 pym lateral
al Sl de la CM), la actividad unitaria podria corresponder a la de las células
PHP (Korn y Faber, 1975). Para descartar esta posibilidad, en el mismo
experimento se registré la EHP a los efectos de analizar su correlacién
temporal con el brote de PAs de la actividad unitaria. Como se muestra en la
Fig. 30B el intervalo entre el pico del PA antidrémico de la CM vy el primer pico
de la EHP es del orden de 1 ms mientras que el primer PA del brote ocurre
alrededor de 1 ms después.

La latencia del brote de PAs registrado en las nPreMP (desde el PA en
la CM) en nuestros experimentos (2.04 ms) es coherente con la estimada
segun el circuito hipotético que organiza esta modulacion. En efecto, en Falconi
y col. (1997) la latencia entre el PA en la CM y el inicio de la accién sinaptica en

las cMP se estimé en 3.4 ms. La activacion de las nPreMP aproximadamente 1
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ms antes del inicio de la accion sinaptica tomaria en cuenta el tiempo de
conduccion en los axones de estas neuronas (0.5 ms; Heiligenberg y col.,

1981) y el retardo sinaptico en la transmision nPreMP-cMP.

3my

200 ms F—

Figura 30: Registro de unidades en el area octavo-lateral. A: M-ARDOE provocado por
estimulacion espinal (panel superior) y registro extracelular obtenido con un microelectrodo

localizado en el area octavo-lateral durante la modulacion de frecuencia (panel inferior). En el
registro extracelular el estimulo espinal provoca un brote de PAs en la unidad registrada que
ocurre durante la fase de ascenso de la frecuencia de la DOE (ver linea punteada). La sefial
ritmica de baja amplitud corresponde al artefacto de la DOE. B: Registro unitario (trazado
superior) de otra neurona en la misma region y registro de campo en las vecindades del S| del
axon de la CM en respuesta a estimulos espinales de similares caracteristicas (trazado
inferior). El intervalo de tiempo entre la EHP y el brote de PAs (ver linea punteada) indica que,
aun cuando ambos eventos puedan resultar de la activacion de la CM, la actividad unitaria no
corresponde a la descarga de una célula PHP, normalmente encontradas en la zona de

registro.

La actividad en salvas de las nPreMP fue propuesta por nuestro grupo
como un mecanismo de multiplicacién temporal (Curti y col., 1999), ya que un
solo PA en la CM genera una modulacion de la DOE cuya duracién excede
ampliamente la de la sefial que la provoca. Nuestro grupo ha propuesto que el
curso temporal prolongado del M-ARDOE es el resultado de la combinacién de
la activacion de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y metabotrépicos por
una parte y la descarga repetitiva de PPs glutamatérgicos por otra (Curti y col.,

1999). Esta ultima generaria en la sinapsis nPreMP-cMP una concentracion de
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Glu lo suficientemente alta como para activar los receptores glutamatérgicos

metabotropicos (Batchelor y col., 1994).

67



CAPITULO ViI: DISCUSION

Nuestros resultados muestran que las PPs, que controlan la descarga
del NEB, son la interfase entre el sistema de escape y el componente
electrogenerador de la ERA. En este sentido estas estructuras constituyen una
pieza fundamental del sustrato neural de la modulacién central de un sistema
sensorial por un comando motor, estrategia de ISM de alto nivel. La
combinacion de técnicas de marcaje retrogrado con inyecciones de glutamato
en regiones con grupos de neuronas marcadas mostro que en esta especie, las
nPreMP se encuentran dispersas en dos columnas que se extienden desde el
diencéfalo hasta el polo rostral del NEB aunque es posible considerar dos
agrupamientos bilaterales principales: uno a nivel del diencéfalo en relacion con
el nucleo CP del talamo, otro en el area octavo-lateral y un sector en el bulbo
raquideo caudal en el que las nPreMP se encuentran relativamente mas
dispersas en el eje céfalo caudal. Este hallazgo contrasta con las
caracteristicas de las PPs en otros gymnotiformes. El bloqueo de regiones
discretas de nPreMP durante el M-ARDOE indica que estas neuronas se
encuentran funcionalmente segregadas de forma tal que el agrupamiento
neuronal diencefalico contribuye especificamente a establecer la duracion del
M-ARDOE mientras que su amplitud de pico depende del reclutamiento de las
PPs bulbares. La correlacion temporal entre las consecuencias motoras
(respuesta de escape) y sensoriales (el M-ARDOE) de la activacion de la CM
sugiere que una colateral interna del comando motor de escape originado en la
CM esta involucrada en la regulacion de la secuencia motora durante el

escape.
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En la discusidn general de este trabajo se abordaran: i) la peculiaridad
de la distribucion de PPs en esta especie, ii) su papel en el M-ARDOE, vy
finalmente, iii) la implicancia funcional de la modulacién del sistema de la ERA
por un comando motor de escape.

a) PPs en G. omarorum

Nuestros datos aportan a la descripcion de las PPs en G. omarorum en
base a criterios morfologicos y funcionales. Estas estructuras no eran
conocidas hasta el momento en esta especie, en contraste con la cantidad de
informacion relevante respecto de estructuras similares en otros
gymnotiformes. En otras especies, las PPs han sido agrupadas en dos
regiones bilaterales localizadas en el diencéfalo y mesencéfalo, descritos como
nucleos premarcapaso diencefalico (PPn) y sublemniscal (sPPn),
respectivamente (Heiligenberg y col., 1981; Kawasaki y col., 1988; Kawasaki y
Heiligenberg, 1989; Keller y col., 1990; Keller y col., 1991; Kennedy y
Heiligenberg, 1994).

En G. omarorum, el depdsito de biocitina en el centro de las cMP del
NEB revel6 que las neuronas marcadas se distribuyeron de manera no
uniforme en columnas bilaterales rostro-caudales que se extienden desde el
diencéfalo hasta el bulbo caudal (Fig. 17). Estas tienden a agruparse a nivel del
diencéfalo y en el area octavo-lateral. Aunque mas dispersas, un tercer
conjunto de neuronas marcadas se detectd a nivel del bulbo caudal, entre las
CM y el polo rostral del NEB. Un grupo adicional, aunque con un menor numero
de neuronas fue encontrado en algunos casos en las inmediaciones del locus

coeruleus. Esta distribucion difiere sustancialmente de las descripciones de
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PPs en especies relacionadas. En este sentido los agrupamientos en el area
octavo-lateral y bulbo caudal constituyen hallazgos originales.

Pese a lo inusual de este hallazgo varias lineas de evidencia descartan
el marcaje inespecifico de estas poblaciones celulares y sugieren su naturaleza
premarcapaso (PreMP). En primer lugar, aun cuando las neuronas marcadas
se encuentran relativamente préximas al sitio de inyeccion del marcador
retrogrado, tanto las modulaciones de la DOE provocadas por su activacion
como los efectos derivados de su inactivacion (ver mas adelante), sugieren
fuertemente su caracter de PreMP. En segundo lugar el hecho de que el area
efectiva de inyeccién del marcador a nivel del NEB se haya circunscrito
especificamente al sector dorsal del nucleo en la vecindad de las cMP (ver
p.ej.: Fig. 13) aleja la posibilidad de marcaje inespecifico. Experimentos de
marcaje en especies relacionadas en los que el area efectiva de inyeccion
rebasé sistematicamente los limites del NEB no revelan la existencia de
agrupamientos neuronales similares, aun cuando es esperable el marcaje de
estructuras no relacionadas directamente con el control de la actividad de este
nucleo (Keller y col., 1990; Zupanc y Heiligenberg, 1992; Wong, 1997). El
elevado numero de neuronas marcadas en estos experimentos (ver p.ej. fig. 9
de Wong, 1997) es coherente con las cantidades de marcador utilizado.

Cabe mencionar sin embargo que en Gymnarchus niloticus se ha
reportado que el marcaje retrégrado desde el NEB revelé agrupamientos
similares a nivel del bulbo caudal (Kawasaki y col., 2003). Presumiblemente la
ausencia de evidencias funcionales acerca de la naturaleza PreMP de estas
neuronas haya sido la causa de su exclusion en las descripciones de las PPs

en publicaciones posteriores del autor.
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La posibilidad de cierto grado de marcaje inespecifico, sin embargo, no
puede ser totalmente descartada dado que la lesién de fibras de pasaje durante
el descenso de la micropipeta conteniendo la biocitina puede ocasionar la
captacion del marcador por estas fibras eventualmente pertenecientes a
estructuras no relacionadas con el control de la descarga del NEB (Vercelli y
col., 2000).

Es probable que el grupo de neuronas marcadas en el diencéfalo
corresponda al PPn de varios peces gymnotiformes (Heiligenberg y col., 1981;
Kawasaki y col., 1988; Keller y col., 1991; Kennedy y Heiligenberg, 1994). En
G. omarorum las neuronas diencefalicas se encuentran préoximas al CP
talamico en una topografia similar a la descrita. Sin embargo no fuimos
capaces de detectar la regionalizacion observada en otros géneros,
encontrando ambos tipos celulares entremezclados. Esta peculiaridad
probablemente este en la base del reducido repertorio electromotor que
caracteriza a esta especie (ver luego).

Otro hallazgo que distingue a la PPs en G. omarorum de las descritas en
especies relacionadas se refiere a la ausencia aparente del sPPn. A diferencia
de lo encontrado en otros gymnotiformes, nuestros datos refieren a un grupo
inconstante de neuronas en la vecindad del locus coeruleus en situacion
comparativamente mas caudal que el sPPn. Su papel funcional se desconoce y
no ha sido indagado en este trabajo.

Cabe mencionar que nuestros resultados de marcaje retrégrado pueden
reflejar un sesgo metodoldgico debido a que sistematicamente el marcador se
aplico especificamente a nivel de las cMP. En estas condiciones, la

optimizacién de la técnica de marcaje para describir las PPs involucradas en el
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M-ARDOE (ver Capitulo de objetivos) pudo haber impedido la deteccion de
nPreMP para las que las cR constituyen sus células blanco (PPnC y sPPn). La
existencia de este tipo de de PPs en G. omarorum, sin embargo es poco
probable visto que estos peces no presentan receptores glutamatérgicos en las
cR (Curti y col., 1999), ni comportamientos electromotores compatibles con la
activacion de estos (Black-Cleworth, 1970, ver sin embargo cita de R. Perrone
mas abajo). Pese a esto, una descripcion exhaustiva de las PPs en G.
omarorum deberia incluir la aplicaciéon de biocitina en ambos sectores del NEB.

De acuerdo al criterio de identificacion de PPs adoptado en nuestro
trabajo, la naturaleza PreMP de las neuronas marcadas se apoyd asimismo en
evidencias funcionales derivadas de los experimentos de activacion local por
glutamato. En estos experimentos, la inyeccién local de Glu en las regiones con
neuronas marcadas produjo aumentos transitorios de corta latencia de la
frecuencia de la DOE (Figs. 19, 20 y 21). A diferencia de lo observado en
especies relacionadas utilizando abordajes similares, en ningun caso se
observaron modulaciones de la DOE tales como interrupciones subitas y chirps
(ver revision de Lorenzo y col., 2001). Estas modulaciones han sido reportadas
en otras especies de gymnotiformes en el curso de experimentos similares
(Kawasaki y Heiligenberg, 1990; Spiro y col., 1994) e involucran la activacién
de receptores glutamatérgicos en las cR. En linea con los argumentos
manejados mas arriba (Black-Cleworth, 1970; Curti y col., 1999), no sorprende
la imposibilidad de provocar modulaciones de la DOE compatibles con la
activacién directa de cR en estos experimentos. Sin embargo, la observacion

reciente de modulaciones de la DOE durante el comportamiento agonistico
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similares a los chirps en G. omarorum (R. Perrone, comunicaciéon personal)
obligan al analisis mas detallado de las PPs en esta especie.

La ausencia de respuestas a la activacion farmacoldgica de las nPreMP
compatibles con el reclutamiento de PPs GABAérgicas como las descritas en
otras especies (Kawasaki y Heiligenberg, 1990; Kennedy y Heiligenberg, 1991)
no es esperable en virtud de las evidencias que indican la inervacion
GABAérgica del NEB. En efecto, la aplicacién de muscimol (100 uM) en el NEB
in vitro provoca el enlentecimiento de la frecuencia de descarga y finalmente el
cese de su actividad espontanea (Comas y Borde, 2008) indicando la presencia
de receptores GABAA en las cMP. Mas aun, la aplicacion de GABA en las
inmediaciones del NEB in vivo, provoca apagados breves precedidos por un
enlentecimiento de la descarga (resultados no publicados y D. Lorenzo,
comunicacién personal). Pese a estas evidencias la presencia y distribucion de
nPreMP GABAérgicas no ha sido aun demostrada. En nuestros experimentos,
la ausencia de respuestas a la aplicacion local de Glu compatibles con la
activacion de este tipo de nPreMP podria deberse al menos a que las células
inhibidoras estuvieran fuera del area de exploracion con Glu. Sin embargo esta
eventualidad es improbable si asumimos que en G. omarorum estas se
distribuyen como en otras especies de gymnotiformes: las nPreMP
GABAEérgicas se ubican en el PPn, conformando un subnucleo (PPnl, Kawasaki
y Heiligenberg, 1990). Alternativamente, la activacion de una poblacién mixta
de nPreMP excitadoras e inhibidoras entremezcladas podria resultar en un
aumento neto de la frecuencia de la DOE como el observado en nuestros
experimentos. Este tipo de arreglo neuronal ha sido descrito en Hypopomus

(Kennedy y Heiligenberg, 1994). En cualquier caso, experimentos de doble
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marcaje, combinando el marcaje retrégrado con técnicas inmunocitoquimicas
para la identificacion de los neurotransmisores rapidos mas comunes (Glu y
GABA), contribuirian significativamente a la dilucidacion de la organizacién de
los PPs en esta especie.
b) Las nPreMP como nexo entre el sistema electrosensorial y los

circuitos relacionados a la CM

Las PPs han sido descritas como la interfase neural entre los sistemas
sensoriales y el componente electrogénico del sistema de la ERA, siendo
responsables de la organizacion de las modulaciones de la DOE provocadas
por estimulos sensoriales (Heiligenberg y col., 1981; Kawasaki y col., 1988;
Keller y col., 1990; Metzner, 1999; Giassi y col., 2007). Sin embargo, mediante
las técnicas de marcaje de vias (ver por ejemplo Wong, 1997 y revision de
Zupanc, 2002) también se ha revelado que una amplia variedad de estructuras
centrales no relacionadas con los sistemas sensoriales proyectan sobre las
PPs. Consecuentemente, las PPs podrian también integrar entradas
procedentes de areas no relacionadas con el procesamiento sensorial para
promover modulaciones especificas de la DOE. Evidencias electrofisiolégicas
indican ademas que, en respuesta a ciertas influencias de origen central, las
PPs podrian organizar modulaciones especificas de la DOE involucradas en
sefales de electrocomunicacién, desplegadas durante el cortejo o encuentros
de tipo agonistico con individuos de la misma especie (Wong, 2000; Silva y
col., 2008). En el presente trabajo nosotros demostramos que, ademas de su
papel en la organizacion de modulaciones de la DOE provocadas por entradas
sensoriales, en los peces gymnotiformes, las PPs también participan en la

organizacion del M-ARDOE, una modulacién del componente electrogénico del
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sistema electrosensorial disparado por una sefal neural que se origina en la
CM. Durante el M-ARDOE las nPreMP serian reclutadas por un grupo de
interneuronas interpuestas entre la CM y estas estructuras. La distancia a las
que se encuentran las nPreMP (>300 pm) de los axones de las CM
conjuntamente con las caracteristicas de las colaterales axonicas de estas
células (“short collateral processes” en Trujillo-Cenéz y Bertolotto, 1990)
similares a las observadas en otros teledsteos (Funch y col., 1984; Ritter y col.,
2001) descartan el contacto directo de la CM con las nPreMP. Mas aun, la
latencia de las acciones sinapticas sobre las cMP iniciadas por la activacion de
las CM (Falconi y col.,, 1997) y las caracteristicas del potencial de campo
provocado por las CM en las vecindades del NEB (Curti y col., 2006), sugieren
la participacion de este tipo de interneuronas en el circuito responsable del M-
ARDOE (Int. en Fig. 31B). Estas células no han sido identificadas hasta el
momento, pero posiblemente sean similares a las NRC descritas en el pez
dorado.

Los resultados obtenidos en los experimentos de lesion y bloqueo
transitorio (Figs. 25 y 28) indican que las PPs involucradas en el M-ARDOE
estan funcionalmente segregadas. Mientras que las PPs diencefalicas son
responsables del curso temporal del M-ARDOE, su amplitud de pico depende
de la activacion de nPreMP mas caudales. En la Fig. 31A se representa una
estimacion de la contribucion relativa de estos dos sectores de las PPs. La
resta punto a punto del M-ARDOE control (grafico superior) y de la respuesta
remanente luego de la seccion a nivel del tectum (grafico del medio), revela el
aporte de los sectores mas cefalicos (grafico inferior). La contribucion de las

PPs bulbares representada por el remanente luego de la seccién, da cuenta de

75



un componente relativamente breve y fundamentalmente responsable del
aumento abrupto de la frecuencia y del pico de la respuesta control. En
contraste, el componente dependiente de las PPs diencefalicas es mas lento,

mas duradero y es mas relevante durante la fase tardia del M-ARDOE.

A B

M-ARDOE PPs diencefalicas

PPs bulbares
oenteund cMP
A4
cR

Componente bulbar /q

N

Componente diencefalico

| amplitud
50 %
duracién nLL NEB

10 Int. nvillE 1 mm
Figura 31: Las PPs diencefélicas y bulbares estdn segregadas funcionalmente. A: Graficos de

frecuencia de la DOE en funcién del intervalo (normalizados) provocados por estimulacién
espinal, ilustrando un M-ARDOE (grafico superior), la respuesta remanente (componente
bulbar, grafico del medio) luego de una seccion completa del tronco encefalico en el limite
caudal del tectum y el resultado de la resta punto a punto de estas dos respuestas
(componente diencefalico, grafico inferior). Explicacion en el texto. La linea punteada vertical,
incluida para facilitar la comparacion entre graficos, indica el primer intervalo de la respuesta
control. B: Diagrama del circuito neural propuesto involucrado en el M-ARDOE. La CM recluta
masivamente a las PPs a través de un grupo de interneuronas (Int.), que proyectan sobre las
cMP del NEB. ElI rol funcional de las PPs diencefalicas y bulbares en la organizacién del M-
ARDOE se exhibe con distinto patrén de colores (clave incluida en C, izquierda abajo). C:
Dibujo esquematico de una vista lateral del cerebro de G. omarorum que ilustra la distribucion
y especializacidon funcional de las PPs involucradas en el M-ARDOE. En el esquema se

agregaron detalles anatémicos para referencia.

En otros gymnotiformes, el reclutamiento especifico, segun el contexto
comportamental, de PPs funcionalmente especializadas parece constituir un
principio general de organizacion de las redes de PreMP (Kawasaki y
Heiligenberg, 1990; Kennedy y Heiligenberg, 1994; también ver Caputi y col.,

2005). Nuestros datos indican, sin embargo, que el comando motor originado
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en la CM resulta en la activacion concurrente de PPs con diversa
especializacion funcional (Fig. 31B y C). Este patron de reclutamiento masivo
podria reflejar una caracteristica funcional general de los circuitos dependientes
de la CM (Eaton y col., 2001; Korn y Faber, 2005). La activacién de la CM en el
pez dorado provoca el escape motor interrumpiendo la ejecucion del patrén
motor de nado. El patron motor de escape impone un reclutamiento muscular
masivo por sobre la activacion secuencial y coordinada de grupos musculares
discretos (Svoboda y Fetcho, 1996).
¢) ElI M-ARDOE: una modulacién de un sistema sensorial activo por
un comando motor

Clasicamente, la caracterizacion de las DC tanto en vertebrados como
en invertebrados ha sido centrada en el anadlisis de las vias neurales
involucradas en la modulacién de las estructuras de procesamiento sensorial
provocada por colaterales internas de sefiales de comando motor (Poulet y
Hedwig, 2006; Craspe y Sommer, 2008).

En los ultimos afos (Wilson y Moss, 2004; Friedman y col., 2006) se han
reportado otras estrategias de ISM de alto nivel que subyacen a la modulacion
de sistemas sensoriales activos por colaterales de comandos motores de
origen central, llevando a cambios adaptativos de muestreo sensorial durante
determinados contextos comportamentales (Nelson y Maclver, 2006). Por
ejemplo, los murciélagos utilizan la ecolocalizacion para la navegacion y
captura de presas. Mediante este sistema sensorial actualizan la informacién
espacial eco a eco, con una frecuencia de 10 a 20 Hz (Grinnell, 1995; Moss y
Sinha, 2003). Se ha observado que en ciertos murciélagos, las fases tardias

del despliegue del comportamiento de captura de presas estan acompafadas
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por un aumento de la frecuencia de emision de las sefiales para la
ecolocalizacion. Este aumento podria facilitar el control fino de su
comportamiento de vuelo previo al contacto con su presa (Wilson y Moss,
2004). Similares modulaciones adaptativas del sistema de ecolocalizaciéon han
sido descritos en delfines (Au, 1993). Otros ejemplos de sistemas sensoriales
activos modulados por comandos de origen motor se han reportado en
roedores. El “whisking”, modelo de tacto activo dependiente del sistema de
vibrisas que fuera referido en la seccidén de introduccién, y el olfateo presentan
modulaciones adaptativas durante la exploracion. La mayoria de los mamiferos
alteran su comportamiento de olfateo cuando se les presenta un olor novedoso.
La frecuencia de olfateo en roedores realizando tareas guiadas por el olor
presenta brotes de alta frecuencia (4-10 Hz). Como el desempefo en la
discriminacion de olores se correlaciona con la frecuencia de muestreo olfativo
y la concentracion del olor, se ha postulado que el incremento de la frecuencia
del olfateo facilita la identificacién del olor (Kepecs y col., 2007).

Aun cuando la fenomenologia de estas modulaciones adaptativas
comienza a develarse, se desconocen sus mecanismos neurales y su eventual
significado funcional permanece en el terreno del debate.

En este trabajo, hemos avanzado en la descripcién del sustrato neural
de una estrategia similar de ISM en G. omarorum que involucra la modulacién
del sistema de la ERA por un comando motor. De acuerdo con lo propuesto en
los trabajos previos del grupo (Falconi y col., 1995, 1997; Curti y col., 1999,
2006), nuestros datos apoyan que durante el escape motor provocado por la
activacién de las CM, existe un aumento del muestreo electrosensorial,

resultado de la modulacién del componente electrogénico del sistema
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electrosensorial activo por la sefal neural derivada de la CM. Las bases
neurales de esta modulacién involucran la activacion de las neuronas
especializadas del tronco encefalico (PPs) por la CM a través de un grupo de
interneuronas (Fig. 32A).

El circuito propuesto implica una correlacién temporal precisa entre dos
consecuencias funcionales de la activacién de la CM: el M-ARDOE vy el escape
motor (Fig. 32B) y permite profundizar en el probable significado funcional de
esta modulacion. Como ya hemos mencionado, la respuesta de escape
consiste en dos fases sucesivas: la primera evasiva altamente estereotipada,
que se ejecuta en aproximadamente 30 ms, dando paso a la segunda fase,
propulsiva, resultado de la activacion de una poblacion de células
reticuloespinales similares a la CM que integran el SREE. Varios parametros
del acto motor de escape, incluyendo la trayectoria, resultan de la integracién
de informacién sensorial multimodal adquirida presumiblemente al final de la
fase |. Es posible entonces que el M-ARDOE tenga por finalidad proveer al
SREE de un mapa electrosensorial actualizado, que contribuya a la
determinacién de las claves cinematicas de la fase Il de la respuesta de
escape. Para que esto sea posible: i) el SREE debe ser capaz de integrar
informacion electrorreceptiva vy ii) debe existir una estricta correlacién temporal
entre el incremento del muestreo electrorreceptivo y el acto motor de escape.

Evidencias obtenidas en Eigenmannia durante el estudio de la respuesta
de escape en presencia de obstaculos eléctricos asi como la descripcion
electrofisiolégica de aferencias electrorreceptivas en neuronas del SREE
sugieren que la informacién electrosensorial puede contribuir significativamente

a la seleccion de la trayectoria de escape (Canfield y Rose, 1993). Esto sugiere
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que en los peces eléctricos, teledsteos en los que la electrorrecepcion
constituye la principal modalidad sensorial, el SREE recibe un aflujo importante

de informacién electrosensorial significativa para el control motor.

/ Sistema neural \ FI Fll
electrosensorial activo
CM :
Electrogénico Electrorreceptivo
N [ l
O q

Int.

© am

K 5Hz
22 Hz :
A 50 ms

DOE

Figura 32: Bases neurales del M-ARDOE y su posible significado funcional. A: Diagrama de

la via neural que conecta la CM y el sistema de la ERA. Para simplificar, el sistema esta
representado por bloques conectados por flechas, ilustrando las PPs y el NEB como
partes del componente electrogénico, las estructuras centrales y periféricas del
componente electrorreceptivo, y una via reaferente de la DOE, uniendo ambos
componentes en la periferia. La CM modula el componente electrogénico del sistema de
la ERA a través de un grupo de interneuronas (Int.) que inervan las PPs. B: Esquema en
el que se muestra la correlacion temporal entre el M-ARDOE y las dos fases de la
respuesta de escape en teledsteos. Se grafica la frecuencia de la DOE en funcion del
tiempo de un M-ARDOE representativo y se sefialan sobre el grafico, el inicio y la
finalizacién aproximados de los componente de la respuesta de escape de acuerdo a
Eaton y col.,, 2001. La fase | (Fl, regién oscura) de la respuesta comienza
aproximadamente 12 ms después de la activacién de la CM y se continta con la fase Il

(FI1, region clara). Notese que el comienzo de la Fll coincide con el pico del M-ARDOE.

Como se referia mas arriba, el circuito propuesto, paucicelular y
altamente eficaz, asegura la estricta correlacion del incremento de la
informacion electrosensorial y el acto motor de escape. Segun emerge del
esquema de la Fig. 32B, el pico del M-ARDOE tiende a ocurrir hacia el final de
la fase | inmediatamente antes del inicio de la fase propulsiva del escape (fase
II). De esta forma el incremento del muestreo electrosensorial que ocurre en el

pico del M-ARDOE aseguraria la provision de claves electrosensoriales del
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entorno a ser procesadas por el SREE en la seleccion de la trayectoria de
escape.

Finalizada la fase Il (~100 ms después del estimulo) y producido el
desplazamiento del animal como consecuencia de la respuesta evasiva, la
frecuencia de la DOE permanece todavia sustancialmente elevada, permitiendo
que el sistema electrosensorial sea capaz de reconstruir rapidamente el mapa
electrosensorial de acuerdo a las caracteristicas fisicas de su nuevo entorno.

Tradicionalmente, las DC han sido involucradas en estrategias de ISM
relacionadas con modulaciones del procesamiento sensorial durante la
actividad motora. Recientemente, Poulet y Hedwig (2007) han recomendado la
utilizacién del término DC en su sentido mas amplio y abarcador, incluyendo a
toda sefal neural que se genera en centros motores y que no es directamente
utilizada para generar la actividad motora en curso. En este marco conceptual,
la sefial neural originada en la CM que provoca la modulaciéon del componente
electrogenerador de la ERA podria ser considerada un tipo de DC. Esta DC,
por via de la modulacién de un sistema sensorial activo, contribuiria a la
seleccion de la trayectoria de escape incrementando la eficiencia de esta
respuesta vital para el pez. Crapse y Sommer (2008) proponen una
categorizacion funcional de las DCs (de bajo y de alto nivel) basados en las
consecuencias de estas sefales en el proceso global de ISM. Asi, mientras que
las DC de bajo nivel se asocian preferentemente al control del influjo de
informacion sensorial, las DCs de alto nivel participan tanto del control del
procesamiento de la informacién sensorial asi como en la secuenciaciéon de la
actividad motora. EI M-ARDOE en podria constituir la expresion de una DC

perteneciente a esta ultima categoria.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Nuestro trabajo contribuye a esclarecer las bases neurales de una
estrategia de ISM en un modelo de vertebrados caracterizado por la
modulacién de un sistema sensorial activo por un comando motor. En G.
omarorum esta modulacion representa un aumento de la capacidad de
muestreo del entorno del pez durante comportamientos motores iniciados por la
activacion de la CM que podrian proveer de informacién electrosensorial crucial
para la seleccién adecuada de una trayectoria de escape.

En este trabajo hacemos la primera descripcion de las PPs presentes en
el pez G. omarorum con proyeccion sobre las cMP del NEB. En esta especie
las PPs estan representadas por neuronas en intima relacion con la formacién
reticular del tronco y se extienden desde el diencéfalo hasta el polo rostral del
NEB.

Estas estructuras estan involucradas en el M-ARDOE y se encuentran
funcionalmente segregadas. En tanto que las nPreMP diencefalicas
contribuyen fundamentalmente a establecer la duracion de esta modulacion, las
neuronas bulbares son responsables de la amplitud de pico.

La realizacion de experimentos in vivo durante los cuales se analice el
desempeno motor de animales en nado libre a los que se les presentan
diferentes obstaculos durante la respuesta de escape podria complementar
nuestro estudio. En efecto, experimentos similares a los realizados por Canfield
y Rose (1993), en los que a un animal se le presentan obstaculos eléctricos
antes y durante el pico del M-ARDOE aportarian datos acerca del significado
funcional de esta modulacion. Si el M-ARDOE sirve efectivamente a la

seleccion de la trayectoria de escape, un pez podra eludir obstaculos, incluidos
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los eléctricos, de manera mas eficiente que uno con el M-ARDOE
permanentemente bloqueada, utilizando por ejemplo la inyeccion de toxina
botulinica en las cMP del NEB.

Seria de interés ademas realizar maniobras tendientes a confirmar que
las CMs y otras neuronas del SREE reciben aferentes electrorreceptivas en G.
omarorum. Aun cuando hemos presentado evidencias indirectas en este
sentido (Fig. 8), la aplicacion de un marcador anterégrado en el nLL que
permita determinar sus células blanco aportaria pruebas con respecto a este
punto.

Como se menciona mas arriba, aun resta realizar el marcaje de las PPs
por inyeccion masiva de un marcador retroégrado a nivel del NEB que incluya a
las cR, lo que permitiria hacer una descripcién completa de estas estructuras
presentes en G. omarorum. Asimismo, experimentos en los que se detecten
proteinas de expresion temprana, como el c-fos, aportarian pruebas
adicionales acerca del reclutamiento masivo de las PPs en esta especie.

Ademas, el marcaje retrogrado de nPreMP combinado con técnicas
inmunocitoquimicas para la deteccion del neurotransmisor GABA completaria

este estudio.
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