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Resumen

Titulo: Neuronas binoculares y neuronas direccionales de un artrépodo y sus posibles

funciones en comportamientos guiados visualmente

Los artrépodos son animales muy activos y en gran medida guian su
comportamiento por la vision. Estas caracteristicas en combinacién con ventajas
destacables para el abordaje experimental, hacen que algunos artrépodos sean modelos
muy utilizados en el estudio de los mecanismos neurofisiolégicos y los principios
computacionales que subyacen a la deteccidn visual de movimientos. La mayoria de los
artrépodos tienen dos ojos formadores de imagenes y, como en otros animales visuales,
algunos de sus comportamientos fundamentales requieren combinar la informaciéon que
ingresa por ambos. Sin embargo, poco se sabe a nivel neurofisiolégico sobre el modo en
que los artrépodos integran la informacién proveniente de ambos ojos. Ademas de
procesos de integracidon binocular, muchos comportamientos requieren de la percepciéon
visual de la direcciéon de los objetos en movimiento. Por ejemplo, la habilidad para
perseguir a una presa que se mueve requiere mantener su imagen fija en una region de la
retina, lo que implica percibir continuamente las direcciones en que la imagen se desvia
del punto de fijacion. El conocimiento de los elementos neurales y mecanismos por los
cuales los artrépodos llevan adelante los comportamientos de fijacion y seguimiento
visual de objetos que se mueven, son aun mas desconocidos que en lo mencionado para el
procesamiento binocular.

Realizando registros intracelulares en el animal intacto y no anestesiado,
investigamos las respuestas electrofisioldgicas de un gran niimero de neuronas gigantes
de la 16bula (tercer neuropilo dptico) a estimulos visuales de movimiento presentados en
distintas partes del campo visual, en condiciones de visién binocular y monocular. La gran
mayoria de las neuronas con campo receptivo orientado frontalmente mostraron
responder a estimulos presentados tanto a uno como a otro ojo por separado, es decir
mostraron tener respuestas binoculares. El rango de binocularidad observado comprende
desde neuronas exclusivamente binoculares, pasando por neuronas de respuesta
binocular y monocular equivalentes, hasta neuronas estrictamente monoculares.
Considerando el perfil eléctrico de cada neurona distinguimos los registros como
presinapticos o postsinapticos, a partir de lo cual clasificamos a cada neurona registrada
como ipsilateral o contralateral al lado de registro. Mientras las primeras proyectarian

desde la lébula enviando rio abajo la informaciéon visual (neuronas centripetas), las



segundas traerian hacia la l16bula la informacidn visual percibida desde el ojo contralateral
(neuronas centrifugas). Un andlisis de la intensidad y de la latencia de respuesta
monocular y binocular de las neuronas ipsilaterales y contralaterales por separado, reveld
resultados coincidentes con estas predicciones. La interpretaciéon de estos y otros
resultados nos condujo a formular un modelo circuital simple, aunque de gran valor
heuristico, de la transferencia interocular de informacién visual de movimiento en un
artrépodo.

Por otro lado, descubrimos y caracterizamos neuronas altamente sensibles al
sentido y la direccién de movimiento de objetos. Encontramos que estas neuronas
responden con alta frecuencia de potenciales de accién cuando un objeto se mueve
alejandose del punto visual de fijacion del animal, y se inhiben toda vez que el objeto se
dirige hacia alli. Se trataria de un sistema de neuronas detectoras de desvio al servicio de
comportamientos que implican la fijacién y seguimiento visual de objetos que se mueven.
Luego de caracterizar fisioldgicamente a estas neuronas realizamos marcaciones
intracelulares que permitieron identificarlas morfolégicamente. Todas las neuronas
direccionales que marcamos mostraron amplias arborizaciones en la 16bula, proyectando
hacia el protocerebro lateral en donde se ramificaron en un glomérulo 6éptico especifico,
una estructura anatémica bien delimitada y hasta ahora no descripta. Ademads, mostraron
una proyeccion hacia la lobula plate, llegindose a observar, en algunos casos,
arborizaciones en la misma.

Animales tan diversos como humanos y moscas comparten la necesidad de
procesar eficazmente la informaciéon visual de movimientos para navegar evitando
colisiones, seguir el movimiento de objetos, estimar distancias, etc. Estos desafios
compartidos llevan a suponer que los mecanismos fundamentales de deteccion visual de
movimiento podrian ser comunes a diversos organismos. Los resultados de esta tesis
aportan datos sobre dos aspectos del procesamiento visual casi inexplorados en
artrépodos, que sin duda cumplen funciones muy relevantes en la organizacién de sus
comportamientos, como lo son la integracion binocular y la deteccion de la direccion de

movimientos.

Palabras clave: artrépodo, cangrejo, Neohelice granulata, vision, electrofisiologia,

binocularidad, Neuronas gigantes de la lébula, Neuronas sensibles a la direccion,

glomérulo 6ptico.



Abstract

Title: Binocular neurons and directional neurons of an arthropod and their possible role in

visually guided behaviors

Arthropods are very active animals and largely guide their behavior by vision.
These characteristics in combination with remarkable advantages for experimentation
make some arthropods suitable models for studying the neurophysiological mechanisms
and the computational principles that underlie visual motion detection. Most arthropods
have two image-forming eyes and, as in other visual animals, some of their fundamental
behaviors require combining the information that enters through both of them. However,
little is known at the neurophysiological level about the way in which arthropods integrate
the information coming from both eyes. In addition to binocular integration processes,
many behaviors require visual perception of the direction of motion. For example, the
ability to pursue a moving prey requires fixing and tracking it with a region of the retina,
which implies perceiving the directions in which the image deviates from the fixation
point. The knowledge of the neural elements and mechanisms by which the arthropods
carry out the behaviors of fixation and visual tracking of a moving object are even more
unknown than the aforementioned binocular processing.

Performing intracellular recordings in the third optic neuropil of an intact and
non-anesthetized animal, we investigated the electrophysiological responses of a large
number of lobula giant neurons to visual motion stimuli presented in different parts of the
visual field, under binocular and monocular conditions. The vast majority of neurons with
a frontally oriented receptive field were shown to respond to stimuli presented to one eye
and to the other eye separately, that is, they showed binocular responses. The range of
observed binocularity encompasses exclusively binocular neurons, neurons with
equivalent binocular and monocular responses, and strictly monocular neurons.
Considering the electrical profile of each neuron, we characterized the recordings as
presynaptic or postsynaptic. Accordingly, we classified each recorded neuron as ipsilateral
or contralateral in relation to the registration side. While the former would project
downstream from the lobula (centripetal neurons), the latter would bring to the lobula the
visual information perceived from the contralateral eye (centrifugal neurons). An analysis
of the intensity and latency of monocular and binocular responses of ipsilateral and
contralateral neurons separately yielded results supporting these predictions. The

interpretation of these and other results led us to propose a simple circuital model with



heuristic value of the interocular transference of visual motion information in an
arthropod.

On the other hand, we discovered and characterized neurons highly sensitive to
the direction of movement of objects. We found that these neurons respond with high
frequency of action potentials when an object moves away from the visual fixation point of
the animal, and they are inhibited whenever the object is directed towards it. This appears
to represent a system of deviation detector neurons at the service of those behaviors that
involve the fixation and visual tracking of moving objects. After physiologically
characterizing these neurons, we performed intracellular staining that allowed us to
identify them morphologically. All the stained directional neurons showed extensive
arborization in the lobula, projecting towards the lateral protocerebrum where they
branched into a specific optic glomerulus, a well-defined anatomical structure previously
undescribed. In addition, they showed a projection towards the lobula plate, where
arborizations could be seen in some preparations.

Animals as diverse as humans and flies share the need to efficiently process motion
visual information to navigate avoiding collisions, to follow the movement of objects, to
estimate distances, etc. This makes tenable to assume that common fundamental
mechanisms for visual motion processing may exists in different organisms. The results of
this thesis provide substantial data on two aspects of the visual processing so far almost
unexplored in arthropods, such as binocular integration and detection of the direction of
movements, which undoubtedly fulfill very important functions in the organization of

their behaviors.

Key words: arthropod, crab, Neohelice granulata, vision, electrophysiology, binocularity,

Lobula giant neurons, Direction sensitive neurons, optic glomeruli.



A la vida...



Abreviaturas

DOG: directional optic glomerulus - Glomérulo 6ptico direccional

EB: estimulo barra

EP: estimulo panoramico

EVP: estimulo visual de peligro

ICM: indice de contribucién monocular

[PL: indice de preferencia de lado

IPO: indice de preferencia por objetos

IPP: indice de persistencia de respuesta frente al estimulo panoramico

[PB: indice de persistencia de respuesta frente a repeticiones del estimulo barra
LCDC: lobula complex directional cell - Célula direccional del complejo lobular
LG: lobula giant - Gigante de la 16bula

PA: potencial de acciéon

RO: respuesta optomotora
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Introduccion general




Introduccién general

Hace mas de 600 millones de afios, aparecieron en organismos primitivos los
primeros fotorreceptores capaces de detectar la luz. Probablemente, estos organismos
acuaticos se vieron favorecidos utilizando la fototaxia para la migracion vertical y por la
aparicién de los ritmos circadianos (Nilsson, 2009). Fue luego, durante la explosién
cambrica que ocurrié hace 540 millones de anos, que los planes corporales de los animales
comenzaron a evolucionar rapidamente (Conway Morris, 2000a, 2000b, 2006) y con ellos
emergieron los ojos formadores de imagenes y los sistemas visuales. Desde ese momento
los ojos y los cerebros se han diversificado y han evolucionado adquiriendo nuevas
capacidades de procesamiento visual que permiten a muchos animales guiar una enorme
cantidad de comportamientos esenciales para su supervivencia.

De este modo, los animales que guian su comportamiento con la vision, extraen
constantemente informacion del entorno en el que estan inmersos. El sentido de la visién
permite obtener informacion a distancia de manera inmediata. Caracteristicas tales como
el color, la forma, el movimiento, muchas de ellas incluso imperceptibles por el ojo
humano como por ejemplo el dngulo de polarizacién de la luz, permiten a los animales
determinar el significado de los estimulos y asi decidir como responder. En particular, la
deteccion visual de movimientos, esta presente en casi todos los animales capaces de ver
y, junto a la deteccion de luz y oscuridad, serian las mas antiguas y basicas de las
capacidades visuales (Nakayama, 1985). La vision del movimiento permite obtener claves
del entorno, procesarlas y asi obtener informacién sobre el tamafio, distancia y velocidad
de un determinado objeto.

Las imagenes en movimiento se proyectan sobre la retina y se descomponen en
miles de puntos. En cada uno de ellos, la luminosidad y el contraste varian generando, en
conjunto, un patréon espaciotemporal sumamente dindmico. Esa sefial es captada en cada
uno de los ojos por los fotorreceptores, procesada en la retina y luego a través de
complejos circuitos cerebrales para ser interpretada por el animal como movimiento.

Los desplazamientos de imagenes sobre la retina (estimulos de movimiento)
pueden tener dos origenes diferentes. Por un lado existen los que se generan como
consecuencia de los movimientos propios del animal (movimientos egocéntricos),
generando un flujo dptico consistente en el desplazamiento de todo el panorama visual.
(figura 1A, B). Por otro lado, los desplazamientos de imagenes sobre la retina pueden
provenir del movimiento de objetos externos. En este ultimo caso el movimiento ocurre en
porciones discretas de la retina, mientras que el panorama general se mantiene estatico
(movimientos alocéntricos). Los movimientos egocéntricos generan sobre la retina un

flujo 6ptico que puede descomponerse en dos. Por un lado los que corresponden al



Introduccién general

movimiento de rotacidn, pueden describirse con una matriz de vectores paralelos entre si,
con un mismo sentido (figura 1A). Por otro lado los que corresponden al desplazamiento
en linea recta o traslacién pueden representarse con una matriz en donde los vectores
estan alineados radialmente alrededor del foco de expansiéon (figura 1B)(Krapp etal,
1998). Los movimientos alocéntricos en un fondo estatico generan sobre la retina un
patréon que puede describirse con una matriz en la que todos los vectores tienen valor nulo

excepto aquellos que describen al objeto que se esta moviendo (figura 1C).
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Figura 1. Vectores de velocidad que se generan en la retina como consecuencia de movimientos
egocéntricos o alocéntricos. A. En un animal que rota en sentido antihorario sobres su eje. B. En un animal
que se traslada en linea recta hacia adelante. La longitud de cada vector es proporcional a la velocidad del flujo
optico, por lo que durante la traslacion la velocidad es cero en la direccidon de avance y los puntos mas alejados
tienen mayor velocidad. Adaptado de (Barnes et al.,, 2002) C. En un animal que esta quieto y percibe un objeto

puntual que se mueve. Hay un solo vector de velocidad y el resto del panorama esta estatico.

Generalmente el movimiento que percibe un animal es una combinacién de las tres
situaciones descriptas en la figura 1. Los animales se desplazan y rotan al mismo tiempo,
mientras que perciben estimulos en movimiento. Cada una de las componentes de
movimiento interfiere con las otras, de modo que la interpretaciéon del movimiento de un
objeto dentro del flujo 6ptico generado por el animal es una tarea compleja. Sin embargo,
los animales que guian su comportamiento con la visiéon logran resolver esa complejidad

para orientarse, navegar y detectar el movimiento de objetos sin dificultad.
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1. Invertebrados como modelos para estudiar sistemas visuales

Cuando observamos algo, una cierta cantidad de luz llega a nuestros
fotorreceptores, esta informacién pasa luego por una red de conexiones neuronales en
serie y en paralelo, para que finalmente reconozcamos o interpretemos el significado de
un estimulo como una cara amiga, una amenaza, o simplemente un paisaje. Casi tan pronto
como cuando se reconoci6 que las neuronas eran células individuales que se conectaban
entre si (Ramén y Cajal, 1906), se hizo evidente que las redes de conectividad, ademas de
mostrar un alto grado de complejidad, seguian ciertos patrones estereotipados. Desde ese
entonces, los neurocientificos intentan comprender como surgen estos circuitos y como,
una vez formados, dan lugar a una gran diversidad de procesos cerebrales.

Hace mas de un siglo, Santiago Ramoén y Cajal, utilizando la técnica de Golgi,
desarrollé la doctrina de la neurona en la que se pone de manifiesto que las neuronas son
la formacién basica y funcional del sistema nervioso. Por su invaluable hallazgo se lo
conoce hasta hoy en dia como el padre de la neurobiologia moderna. Ramén y Cajal
también not6 que existian sorprendentes similitudes entre los circuitos neuronales que
participan del procesamiento de la visién en vertebrados y en moscas. Durante las ultimas
décadas, una gran cantidad de estudios estructurales y funcionales apoyaron fuertemente
sus observaciones (Ver revision en Sanes y Zipursky, 2010). Es decir que, sin ser
homdlogos, los sistemas visuales de vertebrados e insectos comparten una gran cantidad
de atributos estructurales, funcionales y de desarrollo.

Las caracteristicas funcionales de los sistemas visuales se han estudiado durante
mucho tiempo, tanto en mamiferos como en insectos. En particular, para la visién del
movimiento las similitudes mas sorprendentes se han hecho evidentes sélo en estudios
recientes. Para detectar que un objeto se mueve, es necesario combinar la informacion de
intensidad luminica de al menos dos puntos distantes en el espacio visual. Evidencias
morfoldgicas y funcionales, permitieron hacer una comparaciéon entre los sistemas
visuales de mamiferos e insectos, esto condujo a proponer que en ambos sistemas el
primer paso para extraer la informacién visual de movimiento consiste en la separacion de
la informacién visual primaria en dos vias (ON-OFF): la via ON que procesa el movimiento
de un borde mas luminoso que el fondo sobre el que se mueve y la via OFF que procesa el
movimiento de un borde menos luminoso que el fondo sobre el que se mueve. En cada una
de las vias se produce de manera separada el computo de la direccién de movimiento. En
las moscas, esta deteccion aparece en las células T4 y T5, mientras que en vertebrados se
observa en las células ganglionares. Luego, la informacién primaria de movimiento de

ambas vias converge en la siguiente sinapsis, resultando en cuatro grupos de neuronas
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ON-OFF, cada grupo selectivo para una de las cuatro direcciones cardinales. Dado que esta
estrategia general se encuentra presente tanto en vertebrados como en insectos, pareceria
ser una solucién eficiente para calcular la direccién del movimiento visual, ya sea que esta
presente en ambos grupos de animales por convergencia evolutiva o por homologia desde
un ancestro comun que existié hace 550 millones de afios (Borst y Helmstaedter, 2015).

Una de las ventajas que confiere el estudiar el sistema visual en invertebrados, es
que sus cerebros son mas pequefios y estdn compuestos por una menor cantidad de
elementos que los de vertebrados. Por ejemplo, una mosca de la fruta tiene cerca de
135,000 neuronas (Alivisatos etal, 2012), mientras que se estima que las aves tienen
entre 136 millones y 2,17 billones de neuronas (Olkowicz etal, 2016). A pesar de las
grandes diferencias en el tamafio del cerebro y en la cantidad de neuronas, tanto moscas
como aves pueden llevar a cabo exitosamente, aunque con ciertas diferencias,
comportamientos de navegacion de vuelo, persecucién de presas, evitacién de obstaculos,
evitacion de predadores, etc. Debido a que tienen un menor nimero de neuronas, seria
razonable pensar que la redundancia de funciones en distintos elementos de los cerebros
de invertebrados se encuentra mucho mas restringida que en vertebrados. Posiblemente
sea por eso que los circuitos resultan ser mas simples y mas faciles de estudiar. Ademas, es
relativamente sencillo metodoldgicamente registrar algunas neuronas centrales en
invertebrados, ya que poseen un gran tamafio que las hace facilmente identificables. Por
otro lado, muchas neuronas de invertebrados muestran una gran complejidad
morfolodgica, lo que permite la compartimentalizacion funcional de distintos dominios del
arbol neuritico (ej.: Jacobs et al., 1986).

El estudio comparado de los sistemas visuales puede informar sobre principios
generales, o eventualmente sobre soluciones alternativas a problemas de procesamiento

visual que son comunes a vertebrados e invertebrados.

2. El cangrejo Neohelice granulata como modelo de estudio

El cangrejo Neohelice granulata (figura 2A), es el animal estudiado en esta tesis.
Hace casi 10 afios, este animal ya ocupaba el sexto lugar en la escala de los cangrejos més
estudiados (Spivak, 2010). Ademas de estudios de caracter ecolégico y fisioldgico,
Neohelice ha sido utilizado durante las ultimas tres décadas para estudios de
neurobiologia del comportamiento, principalmente en aspectos relacionados con procesos

de aprendizaje y memoria visual. Los abordajes han sido comportamentales,
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farmacolégicos, electrofisiol6gicos neuroanatémicos y moleculares (revisado en Tomsic y
Romano, 2013).

En su habitat natural (figura 2B), los cangrejos son predados por gaviotas
cangrejeras (Larus atldnticus) (figura 2C), chimangos (Milvago chimango) y varias otras
especies de aves, ante cuya presencia suelen responder desplegando un comportamiento
de escape que, en algunas ocasiones, estd acompafado de un despliegue defensivo con sus
quelas hacia el agresor. En algunas circunstancias el comportamiento de inmovilidad o
congelamiento es también utilizado como estrategia para pasar desapercibido.

En el laboratorio, es posible evocar una respuesta de escape en Neohelice
utilizando un estimulo visual de peligro (EVP) que consiste en el movimiento en arco de
una pantalla negra por encima del animal que, por evocar una respuesta de escape, estaria
siendo interpretada como el ataque de un predador. La respuesta de escape, o mas
precisamente su modificaciéon ha sido utilizada en el laboratorio para el estudio del
aprendizaje y la memoria (por ejemplo: Tomsic etal., 1993, 1998; Pedreira etal., 2002;
Pedreira y Maldonado, 2003). Este paradigma de memoria visual, consiste en la reduccion
de la respuesta de escape como consecuencia de una cantidad de repeticiones espaciadas
de un EVP que demuestra ser inocuo. El animal aprende y recuerda por largo tiempo la
inocuidad del estimulo y la memoria se manifiesta como una menor respuesta de escape a
ese EVP (ej.: Tomsic etal, 1993). La memoria visual generada por las presentaciones
repetidas espaciadas de un estimulo puede durar desde 24 hs hasta mas de una semana
dependiendo de la frecuencia de estimulacién en el entrenamiento. Esta memoria se
denomina contexto-sefial, ya que depende del contexto en el que se forma y tiene

elementos tanto asociativos como no asociativos (Tomsic y Romano, 2013).
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Figura 2. El cangrejo Neohelice granulata. A. Cangrejo macho adulto en la entrada de su cueva. B. Rias de
San Clemente del Tuyt, habitat natural con ejemplares de Neohelice granulata. C. Gaviota cangrejera, Larus

atldnticus, a punto de predar a un cangrejo.

Durante los ultimos afios, ademas de los estudios que se enfocaban principalmente
en temas de aprendizaje visual y memoria, la utilizacién de Neohelice como modelo
experimental ha dado lugar a numerosos estudios: de la fisiologia de la vision (Berén de
Astrada y Tomsic, 2002; Tomsic et al.,, 2003; Medan et al,, 2007, 2015; Berdn de Astrada
etal, 2011); neuroetoldgicos en el campo (Fathala et al., 2010; Fathala y Maldonado, 2010;
Hemmi y Tomsic, 2015); de la neuroanatomia del sistema visual (Sztarker etal., 2005,
2009; Sztarker y Tomsic, 2014; Bengochea et al,, 2018); comparaciones neurofisioldgicas
entre distintas poblaciones (Magani et al., 2016); estudios de interaccién social (Pedetta
etal, 2010). Asi es que Neohelice ha llegado a constituir un modelo de estudio de la
neurobiologia del comportamiento en artropodos altamente reconocido (para revisiones
recientes ver: Tomsic, 2016; Tomsic et al.,, 2017).

Una caracteristica destacable de este animal, es que al tener un caparazoén duro y
resistente, es posible hacer registros intracelulares estables en el individuo inmovilizado
pero intacto mientras esta aprendiendo (ej.: Berén de Astrada y Tomsic, 2002). Esta

preparacion ha permitido la caracterizacién fisiologica y morfolégica de diversos tipos
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celulares involucrados en el procesamiento de la informaciéon visual en crustaceos
decapodos (ej.: Beron de Astrada etal, 2001, 2009; Berdn de Astrada y Tomsic, 2002;
Medan etal, 2007). Ademads, ha permitido la identificacién de neuronas visuales
detectoras de movimiento que se encuentran involucradas en el aprendizaje y la memoria

(ver luego).

3. Anatomia del sistema nervioso en artropodos

El cerebro de los artréopodos estd organizado en tres partes denominadas
protocerebro, deutocerebro y tritocerebro, clasificacién que corresponde al origen
embrionario y estd conservada en todos los artrépodos. En el caso particular de los
crustaceos decapodos como Neohelice granulata, el protocerebro esta dividido en una
parte lateral y otra medial. El protocerebro lateral forma parte del 16bulo 6ptico y esta
conectado con el protocerebro medial que se encuentra en el ganglio supraesofagico, a
través del tracto protocerebral.

En el sistema nervioso de los decidpodos se distinguen tres centros nerviosos
principales: los 16bulos épticos, el ganglio supraesofagico y los ganglios toracicos. Cada
16bulo 6ptico, como dijimos, se conecta con el ganglio supraesofdgico por el tracto
protocerebral (figura 3). Los lébulos oOpticos tienen funciones relacionadas
fundamentalmente con la percepcién sensorial visual y el control neuroendocrino. El
ganglio supraesofagico tiene tanto funciones sensoriales como motoras y se conecta con
los ganglios toracicos a través de los conectivos circumesofagicos (figura 3). Los ganglios
toracicos tienen principalmente funciones vegetativas y motoras (Sandeman et al.,, 1993) y

en los cangrejos se encuentran fusionados.
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Figura 3. Sistema nervioso de Neohelice granulata. A. Esquema que representa los ganglios mas conspicuos
del sistema nervioso del cangrejo. El mismo se compone de dos l6bulos 6pticos, un ganglio supraesofagico (GS)
y un ganglio toracico (GT) ubicados dentro del cefalotérax. El lébulo 6ptico (ver imagen ampliada) esta
compuesto por cuatro neuropilos 6pticos: lamina (La), médula (Me), l6bula (Lo), placa lobular o lobula plate
(LoP) y el protocerebro lateral (PcL). B. Esquema del cuerpo del cangrejo en vista lateral que muestra la
ubicacién de los principales ganglios nerviosos. Los lébulos 6pticos se encuentran ubicados en los pedinculos
oculares, estdn conectados a través del tracto protocerebral (TPc) con el ganglio supraesofagico ubicado
dentro del cefalotérax, desde este proyectan los conectivos circumesofagicos (CC) hasta el ganglio toracico
(GT). D: Dorsal, V: Ventral, P: Posterior, A: Anterior, I: Izquierda, D: Derecha, LO: Lébulo éptico, Escalas:
500pm. Esquemas modificados de (Hepp et al., 2013).

4. Los lobulos 6pticos y el sistema nervioso visual de Neohelice

Los ojos de Neohelice granulata, a diferencia de insectos y otros artréopodos, estan
montados sobre pedinculos mdviles. Cada ojo consiste en aproximadamente 9000
omatidias que se distribuyen alrededor del extremo del peduinculo, excepto por una
pequefia franja de cuticula orientada hacia la region medial del animal (figura 4A, Berén

de Astrada etal, 2012). De este modo, el campo receptivo de cada ojo es casi total,
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abarcando los 360° en el eje azimutal. Esto implica que los campos receptivos de ambos
0jos se superponen completamente.

Dentro de cada pedudnculo ocular se encuentra el 16bulo 6ptico que estd compuesto
por cuatro neuropilos épticos y por una serie de neuropilos protocerebrales reunidos
convencionalmente bajo el nombre de protocerebro lateral. Los cuatro neuropilos 6pticos
son: la l1dmina, la médula, la placa lobular (en adelante lobula plate) y la 16bula (figura 4B;

Sztarker et al., 2005).

Figura 4. Los l6bulos dpticos de Neohelice granulata. A. Fotografias y B. Esquemas de las principales
estructuras nerviosas de los 16bulos 6pticos, en vista frontal (panel superior) y vista lateral (panel inferior). C.
Tincién de Bodian mostrando la fibroarquitectura de los neuropilos dpticos. Se observa una organizaciéon en
columnas intersecadas por procesos tangenciales. En cambio el protocerebro lateral no muestra una
organizacion estructural definida. Izquierda: corte longitudinal. Derecha: corte transversal. Las flechas rojas
muestran distintas estructuras que forman parte de los cuerpos hemielipsoides dentro del protocerebro
lateral. Re: retina; MB: membrana basal; PF: fibras de los fotorreceptores; La: ldamina; Me: médula; Lo: 16bula;
PcL: protocerebro lateral; TPc: tracto protocerebral; Quil: primer quiasma éptico; Qui2: segundo quiasma

optico. Escala: 500pm. Figuras tomadas de Berén de Astrada y Tomsic, 2002; Sztarker et al,, 2005.

Como en todos los artrépodos, los neuropilos 6pticos de Neohelice, muestran una
organizacién columnar retinotdpica. Las neuronas columnares que descienden desde la

retina se organizan en “cartuchos” o unidades columnares anatomico-funcionales. Esta
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organizacién columnar, se encuentra intersecada por estratos tangenciales que estan
compuestos principalmente por procesos laterales de neuronas columnares, neuronas
amacrinas y neuritas de las neuronas tangenciales (Strausfeld and Nasel, 1980; Sztarker
etal, 2005). Por el contrario, el protocerebro lateral, mas préximo al ganglio
supraesofagico no presenta una organizacién estructural tan claramente definida (figura

40).

5. Retinotopia de los neuropilos opticos

La organizacién columnar retinotdpica de los neuropilos 6pticos de los artréopodos
implica que columnas de neuronas vecinas entre si reciben informacién de regiones
vecinas del campo visual (Berén de Astrada et al., 2011).

Los fotorreceptores proyectan sus axones directamente hacia la ldmina sin
entrecruzamientos (Stowe, 1977). Luego, los neuropilos se conectan entre si a través de
proyecciones columnares que se entrecruzan formando quiasmas entre la lamina y la
médula y, mas abajo, entre la médula y la 16bula. En Neohelice, se ha descripto el patrén
general de proyeccién de las columnas visuales entre los neuropilos (Berén de Astrada
etal,, 2011). La figura 5 muestra las posiciones y orientaciones de dichos quiasmas.

Las lineas de colores de la figura 5 muestran qué posiciéon del campo receptivo
representa cada region en los neuropilos. El primer quiasma (QO01), que esta entre la
lamina y la médula invierte las posiciones relativas en el eje azimutal (lineas amarilla y
violeta), de este modo lo que el cangrejo ve en posicion frontal (0°) esta representado en la
region lateral de la médula y lo que ve en posicion posterior (180°) esta representado en la
regiéon medial (inversion de las proyecciones en el eje lateromedial de la médula). El
segundo quiasma (QO02), que estad entre la médula y la 16bula, mantiene en la l6bula las
posiciones relativas en el eje azimutal tal cual estdn en la médula, pero invierte las
posiciones relativas en el eje vertical (lineas verde y celeste), de modo que lo que el animal
ve por encima del ecuador estd mapeado en la regién anterior de la 16bula y lo que ve por
debajo del ecuador en la region posterior. Es decir que el primer quiasma éptico invierte la
representacion retinotopica del eje azimutal en la médula lateromedialmente, luego el
segundo quiasma dptico invierte el mapa de las posiciones visuales en elevacion en la

l6bula anteroposteriormente (Berdn de Astrada et al., 2011).
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Figura 5. Mapa del espacio visual en los neuropilos épticos de Neohelice. Los paneles superior e inferior

representan vistas frontal y lateral del ojo derecho y sus neuropilos 6pticos. Las lineas verticales de color
representan las posiciones meridionales a lo largo de la retina en 0° (amarillo), 90° (rojo) y 180° (violeta),
mientras que las lineas horizontales representan las posiciones en elevacidn respecto del ecuador del ojo. El
c6digo de color se conserva a través de los tres neuropilos 6pticos y los quiasmas. En el cangrejo el primer
quiasma 6ptico invierte el orden de representacion correspondiente al eje azimutal (panel de arriba), mientras
que el segundo quiasma 6ptico invierte el orden correspondiente al eje vertical (panel de abajo). La, lamina;
Me, médula; Lo, I16bula; QO1, primer quiasma déptico; Q02, segundo quiasma dptico. Figura adaptada de Berén

de Astrada et al., 2011.

Habiendo descripto de forma general el sistema visual de Neohelice, cabe
mencionar que cuando una sefial luminosa es captada por los fotorreceptores en la retina
y convertida en una sefial electrofisiolégica, esa sefial se modifica a medida que progresa
centripetamente a través de los centros de integracién y procesamiento. Mientras que las
primeras neuronas en recibir informacién responden a estimulos tan simples como un
cambio en la luminosidad, las que siguen comienzan a responder a caracteristicas mucho
mas especificas de los estimulos visuales como por ejemplo la direccién y sentido de un

objeto en movimiento en determinada regién del campo receptivo. En los artrépodos, esto
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es posible gracias a la organizacién y el funcionamiento de las unidades columnares y a
que existen neuronas tangenciales capaces de vincular las sefiales de diferentes columnas,
integrando asi los cambios de luminosidad que se producen sobre una amplia regién de la

superficie del ojo.

6. Neuronas gigantes de la l6bula (LG)

Wiersma y colaboradores investigaron las respuestas a estimulos visuales de
neuronas de varias especies de crusticeos realizando registros extracelulares en el tracto
protocerebral (revision en Wiersma etal, 1982). Como se trataba de registros
extracelulares, estas neuronas sélo pudieron ser caracterizadas por sus respuestas
fisioldgicas, medidas como frecuencia de potenciales de accién, a distintos estimulos.
Ademas, por ser registros extracelulares, no era posible teiirlas especificamente para
determinar su ubicacién y su morfologia. La caracterizacién fisioldgica, sin embargo,
permitié identificar neuronas individuales con respuestas ténicas frente a un pulso de luz
y otras que respondian especificamente a estimulos visuales en movimiento (revisado en
Wiersma etal, 1982). Posteriormente, Glantz y colaboradores realizaron registros y
marcaciones intracelulares en neuronas visuales de crustaceos. Eso les permiti6 realizar
una descripcién detallada de las caracteristicas morfolégicas, aunque esos estudios
comprendian principalmente neuronas de la lJdmina y la médula, que mostraron responder
intensamente a estimulos de luz pero no eran particularmente sensibles a estimulos de
movimiento (Glantz y Kirk, 1980; Kirk et al.,, 1982; Glantz, 2001; Glantz et al., 2002).

Durante los ultimos 20 afios, en el laboratorio se han llevado a cabo una cantidad
de estudios en Neohelice granulata que, combinando analisis comportamentales,
anatdmicos y electrofisiolégicos (ej.: Beron de Astrada & Tomsic 2002; Berén de Astrada
et al. 2009; Ber6n de Astrada et al. 2011; Sztarker 2005; Sztarker et al. 2009; Medan et al.
2007, 2015) permitieron, entre otras cosas, identificar y caracterizar un conjunto de
neuronas sensibles al movimiento, que parecen cumplir un papel determinante en el
procesamiento de imagenes de objetos puntuales y en el control de comportamientos
guiados visualmente (ej.: Tomsic et al,, 2003; Sztarker y Tomsic, 2004, 2008, 2011; Oliva
etal, 2007). Estas neuronas muestran la mayoria de las caracteristicas descriptas por
Wiersma y col. para las fibras sensibles al movimiento estudiadas con registros
extracelulares desde el tracto protocerebral (Wiersma etal.,, 1982). Las siguientes son
caracteristicas generales compartidas por este grupo de neuronas: 1) mayor sensibilidad
por el movimiento que por cambios estacionales en la iluminacion; 2) gran independencia

de su respuesta con respecto a la iluminacién ambiental o el contraste entre el objeto en
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movimiento y el fondo; 3) una gran tendencia a disminuir su respuesta frente a la
estimulacidn reiterada; 4) en la mayoria de los casos, sensibilidad a estimulos mecanicos
aplicados en distintas partes del cuerpo del animal (Ber6n de Astrada y Tomsic, 2002).
Inicialmente estas neuronas fueron llamadas NDM (Neuronas detectoras de movimiento).
Luego, se encontré que estas neuronas no eran simples detectoras de movimiento, sino
que su actividad también reflejaba cambios comportamentales a corto y a largo término
(ver luego), de modo que por analogia con neuronas de morfologia y funcién similar, que
habian sido descriptas en langostas de tierra (Fotowat y Gabbiani, 2011), se las nombré
neuronas gigantes de la 16bula (LG por su denominacidén en inglés Lobula Giant). Como su
nombre lo indica, se trata de neuronas muy grandes que poseen arboles dendriticos
extensos abarcando gran parte de la l6bula. Son, en general, neuronas de campo amplio
que integran informacién que llega desde numerosas columnas visuales (Berén de Astrada
y Tomsic, 2002).

El andlisis detallado de las caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas de las LG,
permitid clasificarlas en 4 grupos (figura 6): se dividen en monoestratificadas de tipo 1 y 2
(MLG1 y MLG2) y biestratificadas tipo 1y 2 (BLG1 y BLG2) (Medan et al.,, 2007). El nimero
de elementos de cada clase que se halla en la 16bula de cada lado es: MLG1, 16 elementos
que se disponen anatdémicamente de forma que sus campos receptivos individuales (de
alrededor de 118 grados) se superponen parcialmente recogiendo en conjunto
informacién de los 360° del panorama visual (Medan etal., 2015); Las MLG2 y BLG2,
aparentemente 1 solo elemento de cada clase, ambos de campo receptivo total; BLG1, al
menos 3 elementos de campo receptivo total (Medan, 2007; Medan et al., 2007). Cada uno
de los tipos morfolégicos mencionados presenta propiedades intrinsecas singulares, que
se manifiestan en el grado y tipo de actividad espontanea, y respuestas fisioldgicas
diferenciadas frente a distintos tipos de estimulacion visual, lo que permite diferenciarlas

entre ellas y de otras neuronas (figura 6).
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Figura 6. Esquemas de la morfologia de las neuronas gigantes de la l6bula. Los dos esquemas de la

izquierda corresponden a las neuronas monoestratificadas (MLG1 y MLG2). Los dos esquemas de la derecha
corresponden a las neuronas biestratificadas (BLG1 y BLG2). Debajo de los esquemas se muestra un ejemplo
de la respuesta fisiolégica a un pulso de luz, al movimiento y a un objeto que se aproxima (looming),
respectivamente, caracteristica de cada uno de los tipos celulares. Las barras en la primera fila de registros
representan la duracién de un pulso de luz que dura 1 s. Las barras negras debajo de los registros de la
segunda fila representan el movimiento de un estimulo visual que dura 1,6 s. La duracién expansion del
estimulo que se aproxima (3,36 s) esta representada por el sombreado gris en la tercera fila de registros.

Figura modificada de Medan et al., 2007.

Un descubrimiento importante fue que un EVP como el utilizado para evocar
respuestas de escape en el laboratorio, también evocaba una clara respuesta en las LG.
Ademas, existe una estrecha correlacion entre la actividad comportamental del animal y la
respuesta de las neuronas LG (Tomsic etal, 2003). Se observd también que estas
neuronas reflejaban los cambios comportamentales a corto y largo término que se
producian luego de la estimulaciéon repetitiva teniendo muy probablemente un rol
fundamental en la formaciéon y mantenimiento de las memorias visuales en el cangrejo

(Tomsic et al., 2003).
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Como se describio al principio de esta introduccién, la vision del movimiento
puede tener dos origenes bien distintos, con caracteristicas particulares en cada caso, que
evocan en el cangrejo distintas respuestas comportamentales. El movimiento de un objeto
(representado en la figura 1C) podria ser ejemplificado con la presentaciéon de un EVP que
evoca una respuesta de escape. Como ya describimos, este tipo de respuesta disminuye a
medida que el estimulo se repite. Por otro lado, el movimiento egocéntrico rotacional
(representado figura 1A) evoca una respuesta optomotora que se sostiene en el tiempo
(Tomsic, 2016). Dado que las LG responden a la visién del movimiento, se comparé la
respuesta de neuronas LG a un estimulo panoramico con la evocada por un estimulo
puntual, se encontré que claramente los estimulos panordmicos generaban una respuesta
de menor intensidad y que dicha respuesta desaparecia rapidamente, indicando que las LG
estan mas relacionadas con la deteccion de objetos que con el andlisis de flujo éptico
generado por los movimientos del propio animal (Medan et al., 2007).

Respecto de la sensibilidad por la direccion y el sentido de movimiento, ninguna de
las 4 clases de LG caracterizadas hasta el presente mostré responder con preferencia a la
estimulacidn en algun sentido particular de movimiento, aunque las MLG1 mostraron una
mayor respuesta a estimulos moviéndose en el eje azimutal que en el eje vertical (Medan

etal, 2015).

7. Integracion visual binocular

La mayoria de los animales visuales perciben el mundo a través de dos ojos, pero
;cudles serian las ventajas que aporta la entrada de informacién por dos lugares distintos?
El tener dos ojos en vez de uno, en primer lugar, otorga la capacidad de ampliar el campo
visual del animal, lo que resulta evidente sobre todo en animales donde los campos
monoculares se extienden ampliamente por fuera de la regién de superposicién binocular,
en estos animales usualmente los ojos se encuentran orientados hacia los costados de la
cabeza, como es el caso de muchas aves, peces, anfibios y reptiles. En segundo lugar, en las
regiones de superposicion binocular habria un incremento de la relacion sefial-ruido, lo
que permitiria obtener informacién visual de mucha mayor calidad. Cabe recordar aqui
que los cangrejos tienen un campo visual de 360° y por lo tanto el area de superposiciéon
binocular es total. En tercer lugar, el poseer dos ojos posibilita que el animal pueda
efectuar estimaciones de distancia y tamafo absoluto por estereopsis, que consiste en
comparar las imagenes de un mismo punto en el espacio visual, obtenidas con uno y otro
ojo. Finalmente y en cuarto lugar, podria contribuir en la estimacién de la velocidad y la

direccion de movimiento de objetos (ej.: Collett, 1977; Fox, 1977; Rossel, 1983).
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Estas y otras ventajas se hacen por demas evidentes cuando comparamos el
desempefio comportamental en diversas tareas entre animales binoculares y animales a
los que se les ocluye uno de los ojos. En el caso de los artrépodos, fundamentalmente en
insectos y crustaceos, existen muchos ejemplos de ese tipo de manipulaciones
experimentales y las consecuencias que éstas tienen sobre el comportamiento (por ej.:
Maldonado y Rodriguez, 1972; Rossel, 1983; Kral, 2008). Por ejemplo, estudios realizados
en la mantis religiosa mostraron que cuando se bloquea la visidn de uno de los ojos, estos
animales pierden la capacidad de estimar la distancia a una presa y asi poder atraparla
(Maldonado y Rodriguez, 1972). Este tipo de trabajos muestran la absoluta importancia
que tiene el procesamiento de la informacién binocular en la vida de estos animales.

Los artrépodos son, en general, animales altamente visuales. Guian muchos de sus
comportamientos mediante el procesamiento binocular del flujo 6ptico (figuras 1Ay B) y
del movimiento de objetos (figura 1C). Algunos de los estudios realizados hasta ahora se
han centrado en mostrar que usan la informacién binocular del movimiento panoramico
para controlar su trayectoria de navegacion (Nalbach, 1993; Krapp etal, 2001;
Duistemars et al.,, 2012) mientras que otros han mostrado que usan el procesamiento
binocular para estimar el tamafio y la distancia de un objeto en el contexto de
comportamientos de captura de presas (Nityananda et al., 2016). La capacidad de estimar
distancias por estereopsis esta condicionada por la separacidn entre los ojos (Collett et al.,
1987). Por eso, en animales como por ejemplo los insectos o en cangrejos como el
violinista que tienen los ojos muy cercanos entre si, esta habilidad seria limitada. Por otro
lado, cangrejos como Neohelice tienen una separacion considerable entre los ojos, de modo
que la estereopsis podria ser un mecanismo importante para la estimacién de distancias.

Para que los atributos que confiere la binocularidad puedan manifestarse, la
informacién adquirida por separado en cada ojo debe transitar el sistema nervioso hasta
confluir en algun sitio del cerebro y combinarse. A nivel celular, este sitio esta
representado por neuronas binoculares, es decir neuronas que responden a informacién

que ingresa tanto por uno como por el otro ojo.

8. Neuronas visuales binoculares

En mamiferos, neuronas individuales que responden a estimulos que ingresan
tanto por uno como por otro ojo se observan recién a partir de la corteza visual primaria
(Kuffler y Nicholls, 1976). En gatos, se estudié la respuesta de neuronas binoculares de la
corteza visual que respondian cuando se presentaban estimulos visuales en cada ojo de

manera independiente. Algunas de estas células respondian de modo similar cuando se
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presentaban estimulos visuales en uno u otro ojo, sin embargo muchas veces la respuesta
neuronal era mas intensa cuando el estimulo era visto con un ojo que con otro,
evidenciandose asi distintos grados de dominancia. Ademas, los campos receptivos de
estas neuronas binoculares correspondian a partes aproximadamente homologas de las
dos retinas, de modo que, por ejemplo, una neurona con campo receptivo en la parte
correspondiente a la regiéon nasal de un ojo, tenia campo receptivo en la parte
correspondiente a la region temporal del otro ojo (Hubel y Wiesel, 1959). Por otro lado, las
neuronas binoculares no mostraban preferencia por las distintas orientaciones de
estimulos alargados y en muchas de ellas, al excitar simultdneamente a los dos ojos se
obtenia una respuesta sinérgica.

Al examinarse las interacciones binoculares de neuronas de la corteza estriada en
monos macacos, se observé que aproximadamente la mitad de ellas respondian, al igual
que las neuronas binoculares de los gatos, cuando los estimulos eran vistos
exclusivamente con uno u otro ojo. Los campos receptivos de estas neuronas también
mostraron ser coincidentes anatémicamente. Sin embargo, la otra mitad de las neuronas
binoculares de macacos mostraron en general diferentes propiedades de respuesta. Estas
neuronas no respondian o respondian muy sutilmente cuando el estimulo era presentado
en uno de los ojos, pero se obtenian respuestas robustas cuando el estimulo se presentaba
simultdneamente en la posicién adecuada de ambos ojos. Algunas de estas células
mostraban respuestas mas intensas cuando los ojos estaban alineados de manera tal que
se estimularan regiones de la retina coincidentes en ambos ojos, en otras se observaba una
disparidad en la posicién de los dos campos receptivos. En funcién de estas observaciones,
se propuso que estas neuronas estarfan involucradas en el procesamiento de la
informacion de profundidad por estereopsis y se les dio el nombre de “neuronas
binoculares de profundidad” (Hubel y Wiesel, 1970).

En insectos y crustaceos se han identificado neuronas sensibles al flujo 6ptico
panoramico o al movimiento de objetos que reciben informaciéon binocular. Estas
neuronas se encuentran ubicadas en el ganglio supraesofagico, una de las areas centrales
del cerebro (ver figura 3) (Wood y Glantz, 1980; Wertz et al.,, 2008; Rosner y Homberg,
2013). Sin embargo, se descubrié que la integracién binocular de informacién visual
implicada en el procesamiento del flujo 6ptico panoramico ya tenia lugar en neuronas de
la lobula plate. La direccion del flujo dptico panoramico en los ojos depende del tipo de
movimiento egocéntrico. El movimiento de rotacién (figura 1A) genera dos direcciones de
movimiento diferentes en la retina, en un ojo de adelante hacia atras y en el otro de atras
hacia adelante. Por el contrario, el movimiento de traslacion (figura 1B) hacia adelante o

hacia atras, genera un flujo 6ptico dirigido de adelante hacia atras o de atras hacia
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adelante en ambos ojos. Algunas de las neuronas tangenciales de campo amplio que se
hallan en la lobula plate combinan la informacién de movimiento de ambos ojos,
conformando un circuito acoplado eléctricamente entre ambos hemisferios, lo cual
permite codificar y distinguir entre ambos tipos de movimiento egocéntrico (por ej.: Krapp
etal., 2001; Hennig et al.,, 2011; Suzuki et al, 2014). Ademas, en crustaceos, Wiersma y
colaboradores habian descripto algunas neuronas sensibles al movimiento con respuesta
binocular, pero al tratarse de registros extracelulares tomados del tracto protocerebral, las
caracteristicas fisiolégicas de respuesta de estas neuronas, asi como su localizacién en el
sistema nervioso, no pudieron ser establecidas (Wiersma et al., 1982).

Si bien se conoce con bastante detalle el modo en que ocurre la integracién visual
binocular del flujo éptico panoramico en neuronas de la lobula plate de insectos, poco se
sabe acerca de la integracion visual binocular del movimiento de objetos en los neuropilos
opticos de los artréopodos. El unico antecedente lo constituye un estudio realizado sobre
las neuronas LG de Neohelice granulata. En ese estudio se evalud la respuesta de distintas
neuronas LG a un objeto en movimiento (EVP) que se presenté de manera exclusivamente
ipsilateral (lado en que se registraba la neurona) o exclusivamente contralateral (lado
contrario al de registro). Dado que los ojos de los cangrejos tienen un campo visual de
360°, para presentar el estimulo de manera exclusiva en un ojo u otro se utilizé una
division que separaba los campos visuales de ambos ojos (figura 7A). Se observé que estas
neuronas podian responder intensamente a estimulos visuales que se presentaban tanto
del lado ipsilateral como del contralateral. Para cada LG las respuestas frente a
estimulaciones ipsilaterales eran sorprendentemente similares (en intensidad y forma) a
las obtenidas frente a estimulaciones contralaterales (figura 7B), aunque, como es
esperable, las latencias de respuesta eran significativamente menores ante la estimulaciéon
ipsilateral (Sztarker y Tomsic, 2004). Si bien los resultados muestran claramente que la
informacidn visual que ingresa por un lado del cerebro es transferida a las LG del otro lado

del cerebro del animal, se desconoce el modo en que esta transferencia es llevada a cabo.
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A Divisién colgando del techo

Ojo ipsilateral Ojo contralateral  pigyra 7. Las neuronas LG responden tanto a estimulacién
e W visual ipsilateral como contralateral. A. Cada uno de los ojos

B Ipsilateral Contralateral fue estimulado de manera independiente con dos EVP separados
por una divisién. Para separar el campo visual entre ambos ojos,

L L I

- se utiliz6 una pieza de cartén negro sellada a lo largo de la linea

media del caparazon siguiendo el contorno del caparazén dorsal.

10mv/| - , .
m‘ ” Esto permitia una separacién completa del campo visual entre
(- '.’\u Al

los ojos. B. Respuestas de cuatro neuronas LG al EVP presentado
exclusivamente del lado ipsilateral (registros de la izquierda) o
exclusivamente contralateral (registros de la derecha).
(Sztarker y Tomsic, 2004). Noétese la diferencia de respuestas

entre distintas neuronas, a la vez que la similitud de respuestas

B
B

de cada neurona frente a la estimulacion ipsi y contralateral.

Comprender la manera en que el circuito de las neuronas LG integra la informacion
visual para guiar el comportamiento requiere entre otras cosas conocer la forma en que la
informacidn visual es conducida de un lado al otro del cerebro del animal y como ésta es
procesada. Para los cangrejos como Neohelice que se mueven en un mundo plano de dos
dimensiones, gran cantidad de informacién visual biolégicamente relevante, como la
referida a las interacciones sociales de competencia y cortejo, ubicacién de refugios, etc.,
acontecen en torno al horizonte visual (Zeil y Hemmi, 2006). Prueba de la importancia que
tiene para el animal lo que ocurre a nivel del horizonte visual, es la presencia de una banda
de maxima resolucion que posee Neohelice a nivel del ecuador del ojo, el cual mantiene
alineado con la linea del horizonte (Ber6n de Astrada etal, 2012). Este tipo de
especializaciones se ha observado también en muchos otros animales que habitan zonas
planas (ej.: guepardos, conejos, algunos perros; Hughes, 1985). En igual sentido, las
neuronas del tipo MLG1 de Neohelice, forman un ensamble que le permite al animal
detectar movimientos en los 360 grados de posicidn azimutal y tienen el centro de sus

campos receptivos verticales alineados con el horizonte (Medan etal, 2015). Sin
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embargo, cabe mencionar que, los resultados sobre binocularidad mencionados en el
parrafo anterior corresponden a condiciones en donde los estimulos eran presentados
exclusivamente en la region dorsal del campo visual del cangrejo. Por lo tanto
desconocemos el grado efectivo de integracidn binocular que poseen las neuronas LG en
regiones las regiones de mayor agudeza, correspondientes al horizonte visual del animal.
A nivel del horizonte los cangrejos pueden hacer un calculo robusto de las
distancias entre objetos (Hemmi y Zeil, 2003). El estudio que lo muestra se realizé en
cangrejos violinistas, que tienen una separaciéon pequefia entre ambos ojos, eso limita la
posibilidad de calcular las distancias por estereopsis (Collett, 1987). En efecto, el estudio
asume que ese calculo lo realizarian por una combinacién de informacién a partir del
conteo de pasos y un método de estimacion de distancias por declinacién (Layne et al.,
2003a, 2003b). En los cangrejos que tienen una mayor distancia entre sus dos ojos, como
Neohelice, este calculo podria hacerse o verse mejorado a partir del computo de distancia
por estereopsis. Como mencionamos previamente, para la estereopsis es necesario
combinar informacién de ambos ojos, lo que requiere como primera condicién la
existencia de neuronas que procesen informaciéon binocular de imagenes a nivel del
horizonte visual del animal. La existencia de tales neuronas constituye la primera

hipdtesis de esta tesis.

9. Comportamientos visuales de fijacion

La implementacion de muchos comportamientos esenciales para la vida de los
animales, como la navegacion, la evitacion de predadores, el cortejo, la persecucién de
presas, etc., requiere la percepcion de la direccion de movimiento. Segtin su finalidad,
podriamos definir los siguientes tipos de respuesta comportamental:

El primero es el de respuestas optocinéticas o respuestas optomotoras. Se trata de
comportamientos que tienen como finalidad estabilizar el flujo 6ptico que se genera sobre
la retina cuando el animal se mueve, a través de la realizacion de movimientos
compensatorios (Land, 1999a). Por ejemplo, cuando un animal rota hacia la derecha sobre
su eje vertical, la imagen se desplaza sobre su retina hacia la izquierda a gran velocidad.
Por lo general, la velocidad del desplazamiento de la imagen sobre la retina supera los
limites de resolucién temporal de los sistemas visuales, ocasionando que la imagen
resulte borrosa. Para solucionarlo, los animales siguen con movimientos de los ojos (ej.:
humanos y otros mamiferos, cangrejos; Land, 1999a), de la cabeza (ej.: aves; Pratt, 1982)
o de todo el cuerpo (ej.: insectos; Duistermars et al., 2007) el movimiento del panorama

visual. Por lo general, la respuesta optomotora consiste en ciclos compuestos de
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movimientos lentos de seguimiento de la imagen panordmica que se desplaza, que
permiten obtener informacion de una imagen estabilizada, y de movimientos rapidos de
recuperacién de la posicién conocidos como movimientos sacddicos. Este tipo de
comportamientos compensatorios estabilizan las imagenes panoramicas que se
desplazan, ayudando con ello a extraer, por ejemplo, la informacién de un objeto que se
mueve en un contexto en el que todo el panorama visual se esta moviendo como
consecuencia de movimientos egocéntricos (ej.: Nordstrom y O’Carroll, 2009).

El segundo es el de respuestas de fijacion de objetos. Este tipo de comportamiento
puede estar destinado a cumplir distintas funciones. Por ejemplo, durante el vuelo de
cortejo entre dos moscas, en el que el macho persigue a la hembra, se observa claramente
que a pesar de los movimientos acrobaticos del vuelo, la mosca que persigue suele seguir
con mucha precision el recorrido de la que va adelante. Este comportamiento requiere
que, a pesar del extraordinario flujo de imagenes que se desplaza sobre su retina por sus
propios movimientos, la mosca que persigue pueda fijar en una determinada region de la
retina de alta resolucién la pequefia imagen de la mosca que va adelante (Land y Collett,
1974).

La fijacion visual de objetos en una region de la retina de especial sensibilidad
(tracking) es inherente también a los comportamientos en todos los animales que
persiguen a sus presas guidndose por la visién. Una vez que un predador detecta a su
potencial presa, la persigue hasta que se encuentra lo suficientemente cerca para atacarla.
Durante la persecucidn, el predador debe seguir con su vista la imagen de la presa, lo que
puede implicar el movimiento de los ojos, de la cabeza o de todo el cuerpo (Land, 1999a).
Por ejemplo, las aves, como la lechuza, siguen visualmente (y algunas veces también
auditivamente) a sus presas a través de movimientos de la cabeza (Fux y Eilam, 2009).
Los patrones de movimiento de la cabeza durante las persecuciones, se han estudiado en
varias especies de aves y se ha observado que estan destinados a mantener la imagen de
la presa en la fovea, que es la zona de la retina con mayor cantidad de neuronas y por lo
tanto de mayor resolucién (ej.: en gaviotas, Land, 1999b; en halcones, Tucker et al., 2000).
Incluso, varias especies de aves tienen dos foveas en cada ojo y despliegan movimientos
de la cabeza que estan dirigidos a mover la imagen de una févea a la otra lo cual les
permite estimar con precision la distancia a la que se encuentra la presa (Stamp DawkKins,
2002). El comportamiento de fijaciéon de imagenes en determinada region de la retina de
especial resolucién que tiene como objetivo la persecuciéon de presas también se ha
estudiado en invertebrados. Experimentos recientes en libélulas muestran las habilidades
de estos pequefios animales para detectar, perseguir y capturar pequeflas moscas en

vuelo (Mischiati et al., 2015; Wardill et al.,, 2017). Estos animales aparentemente utilizan

22



Introduccién general

una estrategia de persecucién paralela en la que continuamente reducen el vector de
distancia a la presa mientras que ésta mantenga constante su direcciéon de vuelo. Cuando
la presa modifica su direccién, la libélula corrige su posicién de modo que la reduccion de
la distancia contintie de manera constante. Durante toda la persecucién, la imagen de la
presa se mantiene en una parte especifica de la retina (4° de azimut y 7° de elevacién) que
corresponde aproximadamente a la zona de la févea de maxima resolucion (Mischiati
etal, 2015). En resumen, existen estudios realizados en una gran cantidad de especies de
animales que muestran que los comportamientos de persecuciéon de una potencial presa
requieren que el animal que persigue fije la imagen del objetivo en una region de la retina
de alta resolucion o févea (“foveacion” o tracking). Si la presa, que generalmente esta en
movimiento se aleja de esa region, el predador cambia la posicién de sus ojos, de su
cabeza, o de su cuerpo, de manera de compensar ese desvio. Asi, el animal continuamente
estd “foveando” a su presa, lo cual le permite perseguirla y atacarla con un alto grado de
precision.

La evitacion de predadores por parte de las presas también requiere o puede
verse beneficiada de la fijaciéon y seguimiento visual de la imagen del predador. Durante
los comportamientos de evasion guiados visualmente, los animales suelen escapar
manteniendo al objeto de peligro detras de ellos (si el animal corre, vuela o nada mas
rapido hacia adelante). En el caso de la mayoria de los cangrejos, que cuando escapan lo
hacen corriendo de costado, la imagen del estimulo visual de peligro queda a uno de los
dos lados (Land y Layne, 1995). En Neohelice, se encontré que la zona de maxima
resolucion en el plano azimutal se encuentra en el polo lateral del ojo (Berdn de Astrada
etal., 2012), por lo que cabe esperar que los animales fijen los objetos de interés en esa
region. Los cangrejos no realizan fijaciéon visual de objetos a través de movimientos
oculares (Barnes y Nalbach, 1993), sino que lo hacen rotando todo su cuerpo (Land y
Layne, 1995). Cuando el objeto amenazante cambia su trayectoria y por lo tanto su
imagen se desplaza del polo lateral del ojo, el cangrejo rota su cuerpo para poder volver a
ubicar la imagen en el punto de fijacién y seguir alejdandose del objeto corriendo de
costado. Pero ;como sabe el cangrejo cuando y cuanto se desplazé la imagen de peligro
como para cambiar correspondientemente la direccion de su carrera? La evasién de
predadores se ha descripto de manera detallada en el cangrejo violinista (Uca pugliator)
(Land y Layne, 1995). Estos cangrejos mostraron tener un sistema de control visual que
les permite mantener a potenciales predadores en posicion lateral. El andlisis de la
respuesta de escape permitié definir dos componentes del sistema de evasién que se
emplean simultaneamente: uno traslacional que consiste en el alejamiento directo desde

la posiciéon que ocupa el objeto, sin cambiar la orientacion del cuerpo. Es decir que, por
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ejemplo, si el objeto se acerca desde adelante o desde atrés, el cangrejo se desplaza
respectivamente hacia atras o hacia adelante, pero sin rotar su cuerpo. El otro
componente, rotacional, implica la rotacién del cuerpo del animal, de modo de mantener
el estimulo siempre cerca de los 90° del eje longitudinal del cuerpo, es decir en uno de los
polos laterales. El primer mecanismo implica cambios en la direccién de traslaciéon en
relacion al cuerpo, el dltimo s6lo implica rotacion. Las observaciones sugirieron que el
método mas comun de escape era la rotacion acompaiiada de escape lateral, (Land y
Layne, 1995). Como se observa en la figura 8, hay una alta correspondencia entre el
angulo que forma el estimulo visual amenazante con el cangrejo y la velocidad de giro del
animal. Apenas el objeto se desplaza de la zona de fijacion, el cangrejo realinea su cuerpo
para volver a ubicarlo en el area de fijacion de su ojo. Este mecanismo implica una
retroalimentaciéon continua ya que el animal ajusta constantemente su posicién respecto
de la posicion del estimulo. El comportamiento de rotaciéon frente a un cambio en la
posicién del objeto indica que los animales son sensibles a los desvios del objeto con

respecto al punto de fijacion.
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Figura 8. Mecanismo de rotacion del cangrejo violinista para la evitacion de predadores. A. Diagrama
de un cangrejo escapando de un objeto amenazante, que muestra el angulo con el eje corporal del cangrejo y
la velocidad angular instantanea que se midid. B. Registro de 5 segundos de un cangrejo que se aleja corriendo
de un objeto que se mueve de manera irregular. Se observa la similitud entre el curso temporal de la posicién
angular del estimulo relativa al cangrejo y la velocidad de giro del cangrejo. Figura tomada de Land y Layne,

1995.

24



Introduccién general

Los elementos neurales y mecanismos por los cuales tanto los insectos como los
crustaceos llevan adelante los comportamientos de fijacién y seguimiento de imagenes de

objetos que se mueven son practicamente desconocidos.

10. Resumen de antecedentes de neuronas direccionales en artropodos

Para realizar la correccion de desvios descripta en la seccidn anterior, los animales
deben contar con un mecanismo de deteccién de tales desvios. Para que tal sistema sea
eficiente, seria necesario que los elementos que lo componen tengan sensibilidad a la
direccion y sentido de movimientos en el polo lateral del animal. Por tal motivo a
continuacion hablaremos de los antecedentes de neuronas direccionales en artrépodos.

Durante las ultimas décadas se han descripto en artrépodos una gran cantidad de
neuronas visuales sensibles a la direccién del movimiento (insectos: ej.: Wehner, 1981;
Hausen y Egelhaaf, 1989; DeVoe et al., 1982; crustaceos: ej.: Wiersma y Yanagisawa, 1971;
Sandeman et al., 1975).

En la lobula plate de distintas especies de moscas se ha descripto extensamente un
importante grupo de interneuronas, las neuronas tangenciales de la lobula plate (LPTCs).
Por el gran tamafio de sus procesos (mas de 10um de diametro), estas células fueron de
las primeras interneuronas visuales de insectos en ser registradas intracelularmente. En
cada hemisferio, existen cerca de 60 LPTCs diferentes, cada una de las cuales puede ser
identificada individualmente por sus caracteristicas anatomicas y fisioldgicas. En general,
las LPTCs son sensibles al movimiento en determinada direccién y sentido (que es el
sentido preferido) y se inhiben con el movimiento en la misma direccidn, pero en sentido
contrario (que es el sentido anti-preferido o nulo)(revisado en Borst y Haag, 2002).
Haciendo experimentos de ablacion y observando la similitud entre la respuesta de las
LPTC y los distintos tipos de comportamientos guiados visualmente, se concluyé que estas
neuronas analizan el flujo 6ptico generado por el movimiento del propio animal y guian la
ejecucion de las respuestas optomotoras y el control de la trayectoria de vuelo
(Heisenberg et al., 1978; Geiger y Nasel, 1981; Geiger y Nassel, 1982; Hausen y Wehrhahn,
1983, 1990). Los distintos tipos de LPTC se pueden agrupar segin la direccién de
movimiento en que responden en dos clases: las que son sensibles al movimiento
horizontal (HS-horizontal sensitive) y las que responden al movimiento vertical (VS-

vertical sensitive) (Borst y Haag, 2002).
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En varias especies de moscas también se describieron neuronas gigantes de la
l6bula que se encontraban presentes inicamente en los machos de estas especies, las MLG
(por su sigla en inglés male-specific lobula giant) (Strausfeld y Gronenberg, 1990;
Trischler etal., 2007). Mediante registros intracelulares se encontrd que estas neuronas
respondian a objetos pequefios. Los machos de estas moscas (y no las hembras) tienen
una zona en la retina de mayor resolucién visual que tendria un rol determinante en la
persecucion de hembras para aparearse (Land y Eckert, 1985). Se ha descripto
morfolégicamente (Strausfeld, 1991) y fisiolégicamente (Gilbert y Strausfeld, 1991), que
tanto las neuronas columnares como los 12 tipos de MLG reciben informacién de esa zona
de mayor resolucién, excepto por un dnico subtipo, la MLG3, que recibe informacién de
otras areas del campo visual. El campo receptivo de las MLG, entonces, se encuentra
direccionado hacia la zona de mayor resolucién de la retina de las moscas, que es con la
cual siguen visualmente a la hembra durante una persecucién (Land y Collett, 1974).
Ademas, algunos de los sub-tipos de estas neuronas mostraron cierto grado de
direccionalidad (Gilbert y Strausfeld, 1991). Estas evidencias tomadas en conjunto
llevaron a los autores de los distintos trabajos citados a proponer que las MLG estarian
implicadas en comportamientos de persecuciéon de hembras que generalmente suelen
concluir con la cépula (ej.: Trischler etal.,, 2007). Sin embargo, otros autores proponen
que las MLG responden a estimulos de flujo 6ptico panordmico (Gilbert y Strausfeld,
1991) y que en realidad no serian tan buenas para codificar la persecucién de un objeto,
de hecho son peores para esa funcidon que las LPTC descriptas en el parrafo anterior, de
las cuales se sabe que claramente estan asociadas con el andlisis de flujo Optico
(Nordstrom y O’Carroll, 2009).

En la l6bula de las abejas, también se sabe que hay neuronas sensibles a la
direccion y sentido de movimiento (Kaiser y Bishop, 1970; DeVoe etal, 1982). Una
cantidad importante de evidencias sugiere que estas neuronas, al igual que las LPTC
descriptas en moscas subyacen en alguna medida a los comportamientos optomotores
(Kaiser y Bishop, 1970), responden excitandose cuando el panorama se mueve en sentido
preferido e inhibiéndose cuando lo hace en sentido nulo.

En la 16bula de las libélulas se encuentran neuronas detectoras de movimiento de
objetos pequeinos (STMD, Small Target Movement Detector), que estan probablemente
involucradas en la busqueda de presas, parejas o rivales. Mediante registros intracelulares
de neuronas del tercer neuropilo 6ptico se observd la presencia de dos tipos de detectores
de movimiento: neuronas sensibles a objetos pequefios (STDM) y neuronas sensibles a
barras en movimiento (O’Carroll, 1993). Existen cerca de 20 tipos diferentes de neuronas

STMD seglin sus caracteristicas fisioldgicas (O’Carroll, 1993; Nordstrom y O’Carroll,
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2006). Solo algunas de estas neuronas mostraron tener una cierta preferencia por el
sentido de movimiento. Es decir que respondieron disparando mas PA en la direccion
preferida que en la nula, aunque en ningtn caso se observaron inhibiciones en el sentido
de movimiento nulo (O’Carroll, 1993).

En crusticeos se registraron extracelularmente neuronas con sensibilidad al
sentido de movimiento, pero nuevamente, al tratarse de registros extracelulares
realizados en el tracto protocerebral, estas no pudieron ser identificadas (Horridge y
Sandeman, 1964; Wiersma y Yanagisawa, 1971). En el cangrejo Neohelice granulata, las
MLG1 descriptas en la seccién 6 mostraron una mayor respuesta a objetos moviéndose en
direccion horizontal que vertical, pero no hubo preferencia por el sentido de movimiento
(Medan etal, 2007, 2015). Los otros 3 tipos de LG no mostraron ningin tipo de
preferencia por la direccién y sentido de movimiento. Sin embargo, ocasionalmente se
registraron neuronas que, cuando se estimulaban visualmente con un objeto que recorre
un arco, parecian tener una mayor respuesta al movimiento en sentido horario que anti-
horario o viceversa, incluso en algunas de ellas se observé un componente inhibitorio
asociado al sentido nulo (Berén de Astrada y Tomsic, 2002). Estas neuronas fueron
encontradas con muy baja frecuencia por lo que no lograron ser marcadas e identificadas.
Una posible causa es que el estimulo utilizado no era el apropiado para detectar
direccionalidad.

En resumen, el conocimiento sobre neuronas direccionales en artrépodos es
escaso, y casi exclusivamente referido a las neuronas tangenciales de la lobula plate. En
estas neuronas, sus propiedades de direccionalidad con relacién a un comportamiento, el
control del curso durante la navegacion, esta bien establecido (Hardcastle y Krapp, 2016).
Por el contrario, en los pocos otros ejemplos de neuronas direccionales que se conocen, se
ignora la manera en que esa propiedad participa en la organizacion de algin
comportamiento. En definitiva, hasta donde sabemos no existe ninguna descripcion, al
menos en invertebrados, de neuronas sensibles a la direccion visual de movimiento de un
objeto cuyo funcionamiento haya podido ser relacionado con algiin comportamiento

especifico.
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Basandonos en el desempefio comportamental que muestra Neohelice granulata,

las dos hip6tesis generales de esta tesis son:

“En el cerebro del cangrejo existen neuronas binoculares sensibles a

movimiento de objetos a nivel del horizonte visual”

“En el cerebro del cangrejo existen neuronas sensibles a la direcciéon y
sentido de movimiento de objetos, que forman parte de un mecanismo de deteccion

de desvios.”
Los objetivos especificos del trabajo consisten en:

1) Estudiar la posible existencia de neuronas binoculares y el modo en que
integran la informacion visual, centrando nuestro estudio en células sensibles a
objetos que se mueven frente al animal. Para ello, analizaremos la sensibilidad
de las neuronas LG de Neohelice a objetos percibidos en distintas condiciones de

vision binocular o monocular.

2) Revelar la existencia de neuronas direccionales, que puedan estar implicadas en
la deteccién de desvios que requiere el comportamiento de fijaciéon de objetos
en el polo lateral del ojo. En caso de hallarse tales elementos se realizara su

caracterizacion fisiolégica y morfolégica.
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Materiales y métodos

1. Neohelice granulata

Los animales utilizados fueron cangrejos de la especie Neohelice granulata (Sakai
et al., 2006). Esta especie antes se ubicaba dentro del género Chasmagnathus (Dana,
1851). La especie pertenece a la superclase Crustacea, clase Malacostraca, orden Decapoda
(Infraorden: Brachyura; Superfamilia: Grapsoidea; Familia: Varunidae). Para todos los
experimentos se utilizaron machos adultos de entre 2,7 y 3,1 cm de ancho de caparazén y
peso medio 17+0,2g.

Neohelice es un cangrejo semiterrestre eurihalino que habita zonas costeras del
sudoeste del Océano Atlantico, desde el Golfo de San José (lado norte de la Peninsula de
Valdés) en la Patagonia Argentina hasta la laguna Araruama en Rio de Janeiro, Brasil. Estos
animales ocupan los bancos de limo mesolitoral y supralitoral de la zona de transicién
entre agua dulce y marina.

Los animales fueron capturados en los estuarios de agua salobre de San Clemente
del Tuyq, provincia de Buenos Aires, Argentina, en donde la salinidad del agua se mantiene
a lo largo del afio entre 12 y 14%o. Luego de su captura, cada 15-20 dias, son trasladados
al laboratorio en donde se almacenan en contenedores plasticos de 35 x 48 x 27 cm
conteniendo una profundidad de 0,5 cm de agua marina artificial preparada con Red Sea
Coral Pro (salinidad 10-14%0 - pH:7,4-7,6). La habitacién en la que se mantuvieron los
animales tiene las paredes y el techo de policarbonato (transliucidas), por lo que se
encontraban expuestos a luz natural. La temperatura se mantuvo entre 15 y 24 °C. Todos
los experimentos se llevaron a cabo entre las 9 y las 20hs durante los primeros 15 dias de

llegados los animales al laboratorio.

2. Registros electrofisiolégicos

2.1. Preparacion

Se realizaron registros intracelulares in vivo en neuronas de los 16bulos 6pticos que
se encuentran en los peddnculos oculares de Neohelice siguiendo el procedimiento que ya
se empleaba en el laboratorio, descripto en (Berén de Astrada etal.,, 2001). Brevemente,
cada animal se sujeta firmemente con una pinza de ancho regulable por los costados del
caparazon, dejando libre el movimiento de las patas. Con una tira de goma se sujetan las
quelas para inmovilizarlas (figura 9A). Los pedunculos oculares se fijan al caparazén con
pegamento acrilico de secado rapido (La Gotita) en su posiciéon normal de observaciéon que

corresponde a aproximadamente 50° respecto de la linea horizontal, luego se refuerza con
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una pequena ménsula de aluminio en forma de L para mejorar la estabilidad mecanica.
Mediante un pequeiio orificio en la parte dorsal del cefalotérax se coloca un electrodo de
referencia en contacto con la hemolinfa (figura 9B). El animal se monta en el equipo de
registro y bajo lupa se realiza una pequeia incisién para remover la region dorsal de
cuticula de uno de los pedunculos, quedando un orificio de aproximadamente 500pum que
permite el acceso al 16bulo dptico (figura 9C) con el microelectrodo de registro que se
encuentra posicionado de manera aproximadamente paralela al pedinculo (figura 9D). El
descenso del microelectrodo se controla con pequefios movimientos de un

micromanipulador.

A Ménsulas
Electrodo de
referencia

Area de cuticula :
removida Descenso del
microelectrodo,

Figura 9. Preparacion del cangrejo para registros intracelulares. A. El animal se sujeta con una pinza por

ambos lados del caparazoén. El movimiento de las quelas se previene pegandolas entre si con una banda de
goma. B. Los pedunculos oculares se fijan al caparazén con pegamento acrilico de secado rapido y se aplican
ménsulas metdlicas para aumentar la estabilidad mecanica. El electrodo de referencia se inserta en el
cefalotérax del animal para lo cual se realiza un pequefio orificio. C. Area de cuticula que se remueve de los
pedunculos para tener acceso a los 16bulos dpticos. D. El animal montado en el setup de electrofisiologia, la foto

muestra la posicion del microelectrodo mientras desciende hacia el 16bulo 6ptico.

Para realizar los microelectrodos, se utilizan capilares de vidrio borosilicato
(World Precision Instruments, Inc. Florida, USA) de 1,2mm de didmetro externo y 0,68mm
de diametro interno. Los capilares se estiran con un puller Sutter P97, y luego se llenan con

KCl 3M, obteniéndose resistencias de entre 30 y 90 MQ.
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2.2. Dispositivo experimental

El dispositivo experimental consiste de una caja de Faraday cubierta por arriba y
en tres de sus costados para prevenir estimulacién visual no controlada desde el exterior,
por delante de la caja se utiliza una cortina. Dentro de la caja se ubican dos monitores de
pantalla plana (Samsung S20C300L, 19,5”, a una tasa de refresco de 60Hz y una resolucién

de 1600x900 pixeles) posicionados a 35 cm en forma diagonal con respecto al frente del

animal, como se muestra en la figura 10.

M1 \ M2

PC 3 o T /

—>| OSplitter |«—— PC2 |+— [PC1|—

| 0|
|ln|: ' \:Illillv,M\ AM“'W

Figura 10. Dispositivo experimental. El setup de electrofisiologia estd montado sobre una mesa
antivibratoria y esta rodeado por una caja de Faraday de paredes s6lidas y una cortina por delante para crear
un entorno visual perfectamente aislado. El dispositivo para estimulacién consiste en dos monitores (M1 y
M2) colocados frontolateralmente. El cangrejo se sujeta con una pinza metdlica a un estativo. La
administracién de imagenes y adquisicion de datos se realiza con dos PC. La PC1 es utilizada para el registro de
la actividad electrofisioldgica, asi como para gatillar a la PC2. La PC2 (utilizando el programa Presentation 5.3)
genera las imagenes que se proyectan en el o los monitores. La sefial de video es enviada desde la PC2 a un
separador de seflales de dos canales con interruptores controlables manualmente desde afuera de la caja de

Faraday. De esta manera, se puede seleccionar si la sefial aparecera en ambos monitores o en cualquiera de

ellos en cada momento sin perturbar al animal.

Los estimulos visuales son generados por la PC2 usando un software comercial
(Presentation 5.3, Neurobehavioral Systems, Albany, USA). La PC3 se usa para generar una

pantalla en blanco.
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Las imagenes generadas con la PC2 y la PC3 son respectivamente multiplicadas a
través de dos splitter y luego son seleccionadas entre una o la otra por medio de un
conmutador manual ubicado fuera de la caja, para ser enviadas a cada uno de los dos
monitores. De esta forma se puede optar por presentar el estimulo en cualquiera de los
dos monitores o en ambos, eligiéndose asi qué parte del campo receptivo del animal
estimular.

La PC1 desencadena el comienzo del estimulo mediante un pulso TTL que envia a
la PC2 y simultdneamente realiza la adquisiciéon de datos. Esto permite alinear el curso
temporal de los estimulos con el registro de las respuestas electrofisioldgicas.

Las sefiales se amplificaron (Axoclamp 2B, Axon Instruments), digitalizaron a
10kHz (Digidata 1440A, Axon Instruments) y adquirieron con Clampex (pClamp9) para su
analisis off-line con Clampfit (pClamp9). Durante los experimentos también se monitored
la sefial fisiolégica con un osciloscopio analégico. Los animales eran periddicamente

observados a través de un pequefio orificio en la cortina frontal de la caja de Faraday.

3. Estimulos visuales

Estimulo barra (EB):

Los estimulos visuales utilizados consisten en barras negras de 4 x 21cm, la
imagen de esas barras subtiende sobre la retina del animal ubicado en la posicién de
registro un angulo de 6° x 37°. Las barras se mueven sobre un fondo blanco en direccion
vertical u horizontal en uno u otro sentido (hacia arriba, abajo, derecha o izquierda). El
movimiento es siempre perpendicular al eje mayor de la barra y a una velocidad de 11
cm/s equivalente a velocidad angular de aproximadamente 19° por segundo. La distancia
recorrida por el estimulo que se mueve horizontalmente es de 37cm, cubriendo un arco de
65°. El estimulo que se mueve verticalmente recorre una distancia de 17cm y cubre un
arco de 33°. Para evitar el efecto en la respuesta fisiolégica de la aparicién y desapariciéon
del estimulo desde y hacia el borde del monitor, la posicion inicial y final de los estimulos

mantiene una distancia de 1 cm con los bordes.

Estimulo panordmico (EP):

Para estudiar la sensibilidad de las neuronas por el movimiento panoramico, se
us6 un estimulo que consiste en un patrén de barras negras verticales (4 x 21cm)
espaciadas entre si 4 cm sobre un fondo blanco, moviéndose a una velocidad de 11 cm/s.

Nétese que este patron esta formado por barras idénticas a la que compone el estimulo
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barra. La imagen del estimulo panordmico en ambos monitores genera un flujo 6ptico, que

representaria para el animal informacidn de que esta rotando sobre su propio eje.

4. Protocolo de registro y estimulacion

Una vez preparado y posicionado el animal, se visualiza el pequefio orificio
realizado en el pedinculo con una lupa estereoscépica y se comienza a descender con el
microelectrodo a través de ese orificio, no siendo posible visualizar las células que se van a
registrar. El descenso se realiza en pequefios pasos acompafiados de pulsos de
sobrecompensacion de la capacitancia (buzz) y observidndose en todo momento los
registros eléctricos en el osciloscopio y la computadora. Eventualmente se produce un
cambio abrupto del voltaje registrado, que generalmente indica la entrada del
microelectrodo en una célula. Cuando esto sucede se deja estabilizar el registro durante
unos segundos. En la mayoria de los casos, debido a la ruptura abrupta de la membrana
celular causada por la penetraciéon del electrodo en la neurona, se observa una alta
frecuencia PA. En muchos casos la estabilizacion del registro se favorece inyectando
corriente negativa (entre 0,3 y 1 nA), que luego se retira lentamente antes de dar
comienzo al experimento.

Una vez que el registro es estable, se procede a evaluar la respuesta de la neurona
a distintos estimulos para saber si se trata de una neurona sensible al movimiento.
Extensos estudios previos han demostrado que todas las neuronas sensibles al
movimiento que se registraron en el lobulo 6ptico tienen sus arborizaciones dendriticas
en la l6bula (tercer neuropilo). Los resultados de aquellas neuronas que han sido tefiidas
en este trabajo son coincidentes con esas observaciones (ej.: Beron de Astrada y Tomsic,
2002; Medan et al.,, 2007). Estas neuronas responden mas al movimiento que a cambios en
la intensidad de luz. Ademas, la respuesta fisiolégica a un pulso de luz de algunas de las
neuronas de la médula (segundo neuropilo; por ejemplo las neuronas dimming y las
sustaining) son muy caracteristicas, de modo que cuando se encuentra alguna respuesta
de este tipo se sabe que el electrodo esta atravesando el segundo neuropilo, por lo que se
continua descendiendo lentamente hasta comenzar a encontrar las neuronas sensibles al
movimiento del tercer neuropilo. Si la respuesta al pulso de luz no es caracteristica de una
neurona de identidad ya conocida, se mueve la mano o un rectangulo de cartén alrededor
del cangrejo y se observa si la neurona responde o no al movimiento. Para los
experimentos de la primera parte de esta tesis se buscaba registrar neuronas LG que, por
su gran tamafio, se suelen encontrar con alta probabilidad. Una vez en la lébula,

aproximadamente el 85% de las neuronas que logran registrarse establemente muestran
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buena respuesta al movimiento con las caracteristicas fisiologicas ya descriptas para estas
neuronas (Medan et al., 2007). En los experimentos realizados en la segunda parte de esta
tesis se busco registrar especificamente neuronas sensibles a la direccién de movimiento,
por lo que una vez que se confirmaba que respondian al movimiento se realizaba una
prueba rapida con barras moviéndose en distintas direcciones. La frecuencia con la que las
neuronas direccionales eran registradas varid abruptamente durante el periodo de
realizacion de estos experimentos (aproximadamente dos afios), alternando periodos de
muy bajo éxito (una neurona direccional registrada en un mes de experimentos) con
cortos periodos de muy buena probabilidad (cinco neuronas direccionales registradas en
dos dias de experimentos).

Una vez que se esta registrando una célula de interés, se desciende la cortina negra
que tapa la cara frontal de la caja de Faraday. En estas condiciones se dejan pasar al menos
2 o0 3 minutos, de modo que la actividad espontanea se normalice.

Luego se presenta la imagen estacionaria del estimulo (barra o panoramico), y
pasados al menos 30 segundos se da inicio al movimiento del mismo. El orden de
estimulacidon (pantalla y direccién de movimiento) es aleatorizado y los estimulos se
presentan con un intervalo entre ensayos de al menos un minuto para disminuir el efecto

de la repeticion.

5. Tinciones intracelulares

Luego de preparar a cada animal para registros electrofisiolégicos y montarlo en el
dispositivo de estimulacién, se carga la punta del electrodo con neurobiotina 5% (Tris 50
mM, KCl 500 mM, pH=7,6) y se completa el electrodo con KCI 3M. Una vez completado el
protocolo de estimulacién para caracterizar fisiologicamente una neurona de interés se
utilizan pulsos cuadrados de corriente de 500 ms de +2 a +5 nA para que la neurobiotina
ingrese iontoforéticamente en la célula por un periodo de entre 20 min y 2 horas. Durante
la inyeccién se hacen pausas para monitorear el estado de la neurona, evaluando su
potencial de membrana y la respuesta a algin estimulo visual representativo. Luego de la
inyeccién se deja difundir el marcador en el animal vivo entre 1 y 4 horas y luego, se
realiza la diseccion extrayendo el lébulo oOptico. Se fija el tejido en 4% PFA
(paraformaldehido) durante toda la noche. Luego se hacen 5 lavados cada 20 min con PTA
(Buffer fosfato 0,1M, 2% Tritén, 0,1% Azida sédica) y se lo pasa a una soluciéon 1/200 de
Streptavidina-Alexa 647 o Streptavidina-DyLight 594 en donde se deja incubando durante

24 hs. Finalmente se lava 5 veces cada 20 min con PTA y se deshidrata en concentraciones
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crecientes de alcoholes, para luego ser aclarado en metilsalicilato y montado en
portaobjetos perforados. Para la observacion del tejido en whole-mount se utiliza un
microcopio confocal Olympus FV300. Se escanea el tejido tomando fotografias cada 1,5-10

um a una resolucion de 1024 x 1024 pixeles (Olympus Fluoview 1000).

6. Analisis estadistico

Para los andlisis cuantitativos, se incluyen en los andlisis las neuronas que
responden con un minimo de 10 PA frente a al menos una de las condiciones de
estimulacidn. Los resultados se expresan como medias * EE (error estandar).

En todos los casos se pudo utilizar estadistica paramétrica. Para revelar diferencias
de respuesta se utilizé la prueba t de Student para muestras pareadas o ANOVA de
medidas repetidas de uno o dos factores. Se utilizaron las pruebas post hoc de
comparaciones multiples de Tukey o Bonferroni, segtin el caso. Para comparar ajustes de
distribuciones, se utiliz6 la prueba F de suma de cuadrados. Todos los andlisis estadisticos
se realizaron con OriginPro8 SRO (OriginPro Corporation) o con GraphPad Prism
(GraphPad Software).

Las metodologias especificas de andlisis de datos y estadistica se detallan en cada

seccidn segun el disefio experimental.
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Parte 1: Integracion de informacién binocular en Neohelice granulata

En esta primera parte se muestran los resultados de la busqueda y caracterizaciéon
de neuronas en el l6bulo dptico del cangrejo que integran informaciéon binocular de
objetos en movimiento. Mediante distintos experimentos avanzamos en direccién a
comprender como se da la transferencia de informacién entre un l6bulo dptico y el otro.
Centramos nuestro estudio en la respuesta a estimulos que se presentan en la region
ecuatorial del campo visual frontal dado que, siendo esta la parte del campo visual donde
las proyecciones de un mismo objeto sobre ambos ojos subtiende el mayor angulo posible,
es la region en donde el mecanismo de estereopsis operaria con mejor precisiéon y donde

tendria mayor relevancia.

Materiales y métodos

1. Division reversible del campo visual

Para poder investigar la sensibilidad de las neuronas de un lado del cerebro frente
a estimulos visuales de movimiento presentados a uno u otro ojo, desarrollamos un
dispositivo experimental que nos permitié bloquear reversiblemente la visién de cada ojo
a esos estimulos mientras realizdbamos los registros intracelulares. El dispositivo
consistié en una placa rectangular de cartén opaco negro que estaba sujeto a través de un
dispositivo de control de altura regulable al techo de la caja de Faraday. El borde inferior
de la placa estaba calado con la forma del contorno del caparazén del cangrejo de modo
que se acoplaba a lo largo de su linea media sagital. El borde calado estaba recubierto con
una pieza de goma blanda y opaca que permitia un ajuste suave al caparazén. El
dispositivo se podia mover hacia arriba y hacia abajo separando por completo los campos
visuales de ambos ojos. El movimiento se controlaba remotamente desde afuera de la jaula
de Faraday por un motor paso a paso activado manualmente, de modo que cuando
durante el descenso el borde modelado de la placa se encontraba préximo al caparazén del
animal, se continuaba acercandolo muy suavemente y en pequefios pasos bajo continuo

control visual, hasta ajustar el dispositivo al contorno dorsal del animal (figura 11).
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Motor paso a paso
controlado remotamente
Ranura recubierta

A con goma opaca

‘.-.--.--

Figura 11. Dispositivo para dividir reversiblemente el campo visual de ambos ojos. El animal se
encuentra montado en el dispositivo experimental detallado en la seccién general de materiales y métodos.
Desde el techo de la caja de Faraday se sostiene una pieza de cartén opaco negro con una ranura que tiene la
forma del caparazén del cangrejo calada en su borde inferior. El borde de la ranura esta recubierto por una
goma blanda y opaca para lograr un buen ajuste al cangrejo. El cartén, controlado por un motor paso a paso,

puede moverse hacia arriba y hacia abajo separando por completo el campo visual de ambos ojos.

2. Oclusion monocular reversible

Otro experimento que permitié evaluar la sensibilidad de las neuronas tanto en
condiciones de estimulacién binoculares como monoculares, consistié en bloquear la
vision del ojo contralateral de manera reversible con un capuchén hecho de papel
aluminio. De esta manera se pudo evaluar la respuesta de las neuronas a la visién
monocular, cuando el animal veia el estimulo tinicamente con el ojo ipsilateral y luego (o

antes), sin el capuchon, es decir en condicién binocular.
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3. Estimulos visuales utilizados

Los estimulos visuales consistian en la barra negra que se describi6 en la seccién
general de materiales y métodos (Estimulo Barra). El estimulo se presento6 por separado o
simultineamente en las dos pantallas, moviéndose hacia la derecha, hacia la izquierda,
hacia abajo o hacia arriba, siempre perpendicular a su eje mayor, en condicién monocular
(con la divisién colocada entre los ojos) y binocular (sin la divisiéon). El orden de
presentacién de los estimulos, de la pantalla en que se presentaban y de la condicién

monocular o binocular fue balanceado a lo largo de los experimentos.

4. Analisis de datos

Los experimentos comprendian la presentacion del estimulo moviéndose en las
cuatro direcciones, en cada pantalla de forma independiente y en ambas pantallas
simultdneamente, con y sin la divisién del campo visual, es decir, 24 estimulos
administrados en aproximadamente 35 minutos de registro intracelular. Durante ese
tiempo el animal esporadicamente movia las patas, causando en algunos casos la pérdida
del registro de la neurona antes del final del experimento. A pesar de esto, pudimos
completar toda la serie de estimulacion en 34 animales. Aproximadamente uno de cada
tres experimentos pudieron ser completados y ademas, en algunos pocos de ellos se pudo
completar una segunda serie. En esos casos, la repeticiéon del estimulo en la misma
condicion, mostrd evocar respuestas altamente consistentes. La respuesta neuronal se
consider6 como la cantidad de potenciales de accion evocados entre el inicio y el final del
movimiento del estimulo.

Para cuantificar las respuestas de las neuronas en la condicién binocular (sin
division del campo visual) a los estimulos movidos en el lado contralateral o ipsilateral,
calculamos un indice de preferencia de lado (IPL). El IPL compara el ndmero de
potenciales de accion (PA) evocados por el estimulo ipsilateral con el que evoca un

estimulo contralateral.

Numero de PA ipsi — Numero de PA contra
Numero total de PA

IPL =
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Parte 1: Integracion de informacién binocular en Neohelice granulata

Este indice varia entre -1 y 1: -1 corresponde a una preferencia exclusivamente
contralateral, mientras que 1 corresponde a una preferencia exclusivamente ipsilateral.
Debido a que los cangrejos tienen un campo visual de 360°, es posible que las neuronas
respondan a un estimulo contralateral cuando lo ven con el ojo ipsilateral, de modo que el
IPL no es un indice para caracterizar la binocularidad sino para caracterizar la ubicaciéon

del campo receptivo de cada neurona.

Por otro lado, con el fin de determinar la contribucién de cada ojo a las respuestas
obtenidas en condiciones binoculares, evaluamos las respuestas de cada neurona a la
estimulacién contralateral o ipsilateral con o sin la divisiéon del campo visual (ver arriba).
Esto nos permiti6 calcular un indice de contribucién monocular (ICM) para cada neurona,
que es un indice normalizado analogo a los utilizados para describir circuitos binoculares
en mamiferos y otras especies (Hubel etal, 1962; Ramdya y Engert, 2008). El ICM
compara el numero de PA evocado en vision binocular contra el evocado en vision

monocular:

Numero de PA binocular — Numero de PA monocular

ICM =1-
Numero total de PA

Este indice varia entre 0 y 2, donde valores cercanos a 0 reflejan una respuesta
monocular nula, valores alrededor de 1 reflejan respuestas monoculares y binoculares
similares y valores cercanos a 2 reflejan una respuesta exclusivamente monocular que se
suprime bajo vision binocular. Dada la variacién natural de la actividad esperada en las
neuronas registradas en un animal intacto y despierto, adoptamos un criterio conservador
utilizado previamente en estudios relacionados para definir una diferencia de respuesta
(por ejemplo, Livingstone y Conway, 2003; Ramdya y Engert, 2008). De acuerdo con ese
criterio, se considerd que dos respuestas eran diferentes solo si diferian en mas del 50%
en la cantidad de PA evocados por el estimulo, ese porcentaje corresponde a valores ICM
menores y mayores a 0,67 y 1,33 respectivamente.

Para medir la latencia de respuesta consideramos el tiempo transcurrido entre el
comienzo del movimiento del estimulo y el primer PA evocado. Esto se determind
manualmente para distinguir los PA evocados por el estimulo de aquellos generados por
actividad espontanea. Solo se tuvieron en cuenta los datos de latencia para los registros en

donde esta distincidon pudo establecerse de manera confiable.
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5. Registros simultaneos intracelulares de neuronas en ambos lébulos

Opticos

Una manera de evaluar la interaccion entre neuronas de ambos l6bulos dpticos es
a través de la realizacién de registros intracelulares simultdneos en el animal vivo, lo que
plantea un gran desafio metodolégico. Para la realizacién de estos registros dobles
simultdneos se accedié primero por uno de los pedunculos. Una vez que, por el tipo de
respuesta de las neuronas (ver métodos generales), confirmamos que el electrodo se
encontraba ya registrando en la 16bula, ingresamos y descendimos con otro electrodo por
el pedinculo contralateral hasta ubicarlo también en la l6bula. A partir de alli, buscamos
neuronas LG en uno y otro 16bulo 6ptico hasta lograr tener un registro estable con ambos
electrodos. Una vez logrado esto, se realizaron inyecciones de corriente en una de las
neuronas hasta aumentar al menos 3 veces su frecuencia de disparo espontdnea, y se
analizaron los posibles cambios ocurridos en la neurona contralateral. Luego se realizo el
mismo procedimiento pero en direccidn contraria, es decir aplicando la inyeccién de

corriente en la otra neurona.
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de informacion visual de movimiento.

Resultados

1. Respuesta de las LG a estimulos contralaterales, ipsilaterales y bilaterales

Con el fin de evaluar las propiedades binoculares de neuronas sensibles a objetos
moviéndose a nivel del horizonte, primero investigamos su capacidad para responder a
estimulos presentados en el lado ipsilateral (el lado de registro) y en el lado contralateral
de forma independiente, o en ambos lados simultdneamente (bilateral). Se registraron y
analizaron 113 neuronas de 85 cangrejos que respondian al movimiento de la barra. En la
figura 12 se ilustran ejemplos de la variedad de respuestas que obtuvimos a la barra
moviéndose de izquierda a derecha en distintas neuronas. Los registros superiores son de
una neurona que respondi6é con mayor intensidad al estimulo presentado en la pantalla
ipsilateral, los registros del medio son de una neurona que respondié preferentemente al
estimulo presentado en la pantalla contralateral y los registros inferiores son de una
neurona que respondié de similar forma ante el estimulo moviéndose en cada una de las

dos pantallas.
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Estimulo contralateral Estimulo ipsilateral Estimulo bilateral
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Figura 12. Ejemplos de neuronas que responden con distintos niveles de preferencia al movimiento de

una barra en las distintas regiones del campo receptivo. La fila de arriba es una representacién
esquematica del dispositivo experimental que muestra los monitores de estimulacién y la ubicacién del
cangrejo con el electrodo posicionado para registrar en los neuropilos dpticos que estan dentro del pediinculo
derecho (no estd en escala). A la izquierda el estimulo se presenta en el lado contrario al de registro
(estimulacidn contralateral), en el centro el estimulo se presenta en el mismo lado de registro (estimulacién
ipsilateral), y a la derecha el estimulo se presenta simultaineamente en los dos monitores (estimulacién
bilateral). En todos los casos la barra se mueve hacia la derecha durante 3,36 s (barra negra horizontal debajo
de los registros). Los tres registros de arriba son de una neurona que responde mayormente a estimulacion
ipsilateral aunque también a estimulacién bilateral pero no a contralateral, los registros del medio
corresponden a una neurona que responde a estimulacién contralateral (preferentemente) y bilateral pero no

a ipsilateral y los registros de abajo son de una neurona que responde igual a cada lado de estimulacién.

En cada experimento, se presentaron barras que se movian hacia la izquierda,
hacia la derecha, hacia abajo y hacia arriba. Sin embargo, en la mayoria de los
experimentos no fue posible obtener registros a las 4 direcciones, en cada uno de ambos
monitores por separado y simultdneamente. Ademds, algunas neuronas mostraban
respuestas en a una direccion y sentido de movimiento en particular. Consecuentemente,
el nimero de neuronas analizadas fue diferente para las distintas direcciones y sentidos
de movimiento. Esos nimeros fueron: hacia la derecha, n=105; hacia la izquierda, n=94;
hacia abajo, n=91; hacia arriba, n=84. En la figura 13 se ven los promedios de potenciales

de acciéon evocados en cada una de las direcciones y sentidos de movimiento del estimulo,
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en cada uno de los lados de estimulacion. Con independencia de la direccion de
movimiento, el nimero de potenciales de accién evocados por el estimulo ipsilateral fue
siempre significativamente mayor que el evocado por la presentacién contralateral del
mismo estimulo. Por otro lado, el promedio de potenciales de accién evocados por
estimulacidn bilateral tendié a ser menor al promedio de los evocados por estimulacion
ipsilateral en todos los casos, alcanzando valores de significancia estadistica para los
estimulos verticales (ANOVA de un factor de medidas repetidas; comparaciones multiples
de Tukey) (figura 13, lado izquierdo).

Para evaluar las respuestas de las neuronas individuales utilizamos el IPL (figura
13, lado derecho, ver métodos). La distribucion de frecuencias del IPL muestra que, para
las 4 direcciones de movimiento, la mayoria de las neuronas registradas tienen valores
comprendidos entre + 0,33, eso significa que respondieron de manera bastante similar al
estimulo presentado en uno u otro lado. Sin embargo, algunas neuronas mostraron IPL por
encima o por debajo de estos valores, lo cual indica que respondieron con al menos un
50% mas de PAs al estimulo presentado de un lado que del otro. La distribucién de los IPL
individuales de las neuronas (puntos rojos) muestra que hay un mayor nimero de
neuronas con valores de IPL positivos, lo que significa que respondian mas a la
estimulacion ipsilateral que a la contralateral. De hecho, para las 4 direcciones de
movimiento se observa que una mayor cantidad de neuronas (10 en los primeros dos
casos) respondieron exclusivamente al estimulo cuando éste se presentaba en el lado
ipsilateral (IPL = 1), mientras que para los cuatro casos solo una o dos neuronas
respondieron exclusivamente al lado contralateral (IPL = -1). En general, la forma de la
distribucién de frecuencias de IPL es similar para las cuatro direcciones de movimiento.
En cuanto a las neuronas con los valores absolutos de IPL m4s altos se identificaron como
neuronas MLG1, que tienen campos receptivos mas pequefios y por lo tanto limitados a
una sola pantalla (Medan etal, 2007, 2015) o como pertenecientes a un grupo de
neuronas de la l6bula sensibles a la direccidn y al sentido de movimiento de la barra que
se describen en la segunda seccidn de esta tesis. Debido a que tienen un campo receptivo
acotado a la regién visual lateral del campo ipsilateral, estas células no fueron

consideradas en los andlisis que siguen.
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Figura 13. Evaluacién de la preferencia de neuronas de la l6bula a distintos lados de estimulacidn. A la

izquierda: direccién y sentido de movimiento de la barra. En el medio: nimero medio de potenciales de accién

evocados en el mismo grupo de neuronas por estimulacion contralateral (Contra), estimulacién ipsilateral

(Ipsi) o estimulacién bilateral (Bi). A la derecha: distribucién de frecuencias de los valores de IPL (indice de

preferencia de lado) para las neuronas registradas. Los puntos rojos representan el IPL individual de cada una

de las neuronas registradas. Los puntos violeta, naranja y verde representan la posicién en el histograma de

los correspondientes registros ilustrados en la figura 12. A. Para la barra moviéndose de izquierda a derecha,

n=105. B. Barra moviéndose de derecha a izquierda, n=94. C. Barra moviéndose de arriba abajo, n=91. D. Barra

moviéndose de abajo a arriba, n=84. Las barras representan media + EE. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005.
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2. Clasificacién de neuronas LG por su grado de integracion binocular

Para evaluar en qué medida las LG integran la informacién que es percibida por
uno y otro o0jo, se registrd la respuesta de neuronas sensibles al movimiento en las cuatro
direcciones de estimulaciéon en condicién binocular (sin divisiéon entre los ojos) y en
condicion monocular (con divisién entre los ojos). Como el propdsito primero de estos
experimentos era evaluar si las neuronas podian responder a los estimulos vistos de forma
independiente por uno u otro ojo, concentramos el andlisis solo en aquellas neuronas
cuyos campos receptivos se encontraban ubicados hacia el frente, es decir repartidos
entre ambos monitores. Por otra parte, completar los experimentos frente a las 4
direcciones de estimulacion, en los dos monitores, con y sin el tabique, presentaba el
desafio de registrar intracelularmente de forma estable la neurona por mas de 35 min (ver
métodos de esta parte). Al igual que como se explicé antes, aqui también el nimero de
neuronas que pudieron ser analizadas fue diferente para las distintas direcciones y
sentidos de movimiento. Esos nimeros fueron: hacia la derecha, n=42; hacia la izquierda,
n=35; hacia abajo, n=38; hacia arriba, n=37.

En lineas generales, se observo que del conjunto de neuronas registradas algunas
mostraban un grado de integracién binocular mayor que otras y que, en distintas
neuronas, cada ojo contribuia de manera diferente a la respuesta de la neurona. Para
simplificar la comprension del analisis que se muestra a continuacion, s6lo mostraremos
los resultados para una de las direcciones de estimulacién, la que corresponde al estimulo
moviéndose de izquierda a derecha, que es la direccidon para la cual pudo obtenerse el
mayor numero de registros. Mas adelante, mostraremos que estos resultados son
equivalentes si repetimos este andlisis para la respuesta de las neuronas frente a los
estimulos moviéndose en las demas direcciones.

De las 105 neuronas que mostraron respuesta en al menos uno de los lados de
estimulacién frente al estimulo moviéndose hacia la derecha (figura 13A), 94
respondieron a la presentacion del estimulo en ambos lados (11 lo hicieron sélo a uno u
otro lado). De esas 94 neuronas, en 42 experimentos logramos registrar ademas sus
respuestas monoculares a estimulacion contralateral e ipsilateral, (es decir, en 42 casos
los estimulos se presentaron en cada monitor y en ambos simultdneamente, con y sin el
tabique entre los ojos). La figura 14A da una muestra de la variabilidad de respuestas
frente a este estimulo que registramos en diferentes neuronas. En funcién de sus
respuestas a las distintas condiciones de estimulacién, las neuronas se clasificaron en

categorias, las que se explican en detalle a continuacién. La figura 14B muestra el codigo

47



Capitulo 1: Transferencia contralateral de la informacién visual de movimiento

asignado a cada categoria. El codigo estd compuesto por dos digitos, cada uno de los cuales
toma el valor 0, 1 o 2, de acuerdo al valor del indice de contribucién monocular (ver en
métodos de esta parte y mas adelante en este mismo capitulo) con estimulacidon
contralateral (primer digito) y del indice de contribucién monocular con estimulaciéon
ipsilateral (segundo digito) de la neurona. La figura 14B contiene ademdas un esquema
conceptual de las vias que podrian explicar las respuestas observadas en cada neurona
ejemplificada a la izquierda.

Las categorias de la figura 14, se pueden describir de la siguiente manera:

-Categoria 1-1: incluye la mayoria de las neuronas registradas (41%) y
corresponde a neuronas que tienen respuestas similares a estimulacién monocular y
binocular, tanto para estimulos contralaterales como ipsilaterales. Las respuestas a
estimulacidn contralateral podrian explicarse unicamente por la vision monocular del ojo
contralateral, asimismo, las respuestas a estimulacién ipsilateral podrian explicarse
Unicamente por la vision monocular del ojo ipsilateral. La visiéon binocular no aumenta

ninguna de las respuestas (ver los registros 1-1 y el esquema en la fig. 14).

-Categoria 0-0: incluye neuronas que mostraron tener una respuesta robusta solo
en condiciones de visién binocular. El 7% de las neuronas estdn dentro de esta categoria.
Las respuestas a estimulos contralaterales e ipsilaterales requieren la integracién de la
informacién que entra por ambos ojos. Las respuestas en condiciones de vision monocular

son insignificantes (registros 0-0 y esquema en la fig. 14).

-Categoria 0-1: contiene el segundo tipo de neuronas mas representado en la
totalidad de neuronas registradas (27%), son neuronas con poca o nhinguna respuesta a la
estimulacién monocular contralateral pero respuestas monoculares y binoculares
similares cuando se estimula ipsilateralmente. Por lo tanto, las respuestas a ambos lados
de estimulacién se obtienen principalmente de la informaciéon que entra por el ojo

ipsilateral (0-1 en la fig. 14).

-Categoria 1-0: incluye neuronas con respuestas monoculares y binoculares
similares cuando la estimulacién es contralateral, pero con poca respuesta a la
estimulacién monocular ipsilateral. Por lo tanto, las respuestas a ambos lados de
estimulacién se obtienen principalmente de la entrada de informaciéon por el ojo

contralateral. El 2% de las neuronas entran en esta categoria (1-0 en la fig. 14).
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Figura 14. Variedad de respuestas de neuronas gigantes de la l6bula (LG) a estimulacion contralateral
o ipsilateral en condicién binocular y monocular. A. Ejemplos de neuronas LG (cada fila es una tnica
neurona) que pertenecen a distintas categorias (desde 0-0 hasta 2-2) definidas por el ICMc y el ICMi descripto
en el texto. Como la categoria 1-1 es la mas frecuente, se muestran dos ejemplos. En las dos columnas de la
izquierda los cangrejos ven el estimulo con los dos ojos (condicién binocular). En las dos columnas de la
derecha el cangrejo tiene un tabique entre ambos ojos, por lo que puede percibir el estimulo sélo con un ojo
(condicién monocular). B. El esquema de arriba muestra el razonamiento general usado para interpretar cada
una de las categorias de respuesta ilustradas debajo. Las lineas sélidas representan informacién entrando por
el ojo ipsilateral y las lineas punteadas representan informacién que entra por el ojo contralateral. Los colores
rojo y azul son para los estimulos presentados del lado ipsilateral o contralateral, respectivamente. El 6valo
gris representa la neurona LG registrada. Las terminaciones en forma de flecha o de circulo representan vias
excitatorias e inhibitorias, respectivamente. Cada esquema representa la combinacién de vias que podria

explicar las respuestas de la correspondiente neurona alineada a la izquierda.
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-Categoria 1-0: incluye neuronas con respuestas monoculares y binoculares
similares cuando la estimulacién es contralateral, pero con poca respuesta a la
estimulaciéon monocular ipsilateral. Por lo tanto, las respuestas a ambos lados de
estimulacién se obtienen principalmente de la entrada de informaciéon por el ojo

contralateral. El 2% de las neuronas entran en esta categoria (1-0 en la fig. 14).

-Categoria 2-1: el 5% del total de neuronas tuvieron respuestas monoculares y
binoculares similares a estimulacion ipsilateral, pero con respuestas binoculares que son
mas débiles que las monoculares cuando la estimulaciéon es contralateral (2-1 en la fig. 14).
Las respuestas a estimulacidn ipsilateral podrian explicarse sélo por la entrada monocular
del ojo ipsilateral. Las respuestas a estimulacion contralateral estarian determinadas por

los aportes excitatorios del ojo contralateral y los inhibitorios del ojo ipsilateral.

-Categoria 1-2: corresponde a las neuronas que muestran respuestas monoculares
y binoculares similares con estimulacién contralateral, pero con estimulacién ipsilateral
las respuestas son mas débiles en condicién binocular que en condicién monocular. Aqui,
las respuestas a la estimulacién contralateral pueden explicarse solo por la informacién
que entra monocularmente por el ojo contralateral. Las respuestas binoculares a la
estimulacidn ipsilateral se reducirian por la entrada de conexiones inhibitorias del ojo

contralateral. El 2% de las neuronas son parte de esta categoria (1-2 en la fig. 14).

-Categoria 2-2: comprende una proporcidn considerable de neuronas (15%), que
muestran respuestas monoculares, pero que se inhiben en condiciones de estimulacién
binocular para ambos lados de estimulacién. Para los estimulos ipsilaterales, estas
neuronas recibirian aportes excitatorios del ojo ipsilateral y aportes inhibitorios del ojo
contralateral, mientras que para la estimulacién contralateral recibirian aportes

excitatorios del ojo contralateral e inhibicion del ojo ipsilateral (2-2 en la figura 14).

-Finalmente, la categoria 2-0 comprenderia neuronas con respuesta monocular
mas alta que la binocular a la estimulacion contralateral, y respuesta monocular débil a la
estimulacién ipsilateral, mientras que la categoria 0-2 comprenderia neuronas con
respuesta monocular mas alta que la binocular a la estimulacion ipsilateral, y respuesta
monocular débil a estimulacion contralateral. No se registré ninguna neurona que

correspondiese a ninguna de las dos ultimas categorias.
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3. Contribuciones de cada ojo a la respuesta binocular de las LG

Para evaluar en qué medida contribuye cada ojo a la respuesta binocular de las LG
comparamos, en primer lugar, la respuesta promedio de todas las neuronas frente al
estimulo presentado en un lado, en otro y en ambos simultineamente, en condicion
binocular y monocular. En la figura 15A se ven los promedios de PA evocados por el
estimulo que se mueve hacia la derecha en cada una de las condiciones de estimulacion. El
analisis estadistico mostré que las respuestas difieren significativamente segtn el lado en
que se presenta el estimulo (Ipsi, Contra o Bilateral), siendo menor la respuesta a
estimulos contralaterales que a estimulos ipsi o bilaterales (figura 15A). Este resultado
coincide con lo que habfamos observado en el andlisis de la figura 13, que contenia un
mayor nimero de neuronas, todas evaluadas en la condicién binocular. Por otro lado, la
comparacion entre la respuesta evocada en condicién binocular y monocular, aunque
muestra una tendencia, no mostroé ser estadisticamente diferente (ANOVA de dos factores
para medidas repetidas Lado: F, s2) = 15.01, p<0,001; Condicidén: F, 41y = 1,62, p=0,21;
Lado x Condicién: Fp gy = 2,48, p=0,09). Es decir que en todos los casos,
independientemente de la condicion de estimulaciéon (binocular o monocular), la
respuesta a estimulos ipsilaterales fue mayor que a estimulos contralaterales
(Comparaciones multiples de Tukey: contralateral vs. ipsilateral p<0,001; figura 15A). Sin
embargo, lo mas importante a destacar es que, ain en la condiciéon de estimulacion
monocular, hay una importante respuesta a estimulos contralaterales. En esta condicion,
el cangrejo no ve el estimulo con el ojo ipsilateral (el del lado de registro), de modo que
toda la respuesta que vemos se debe a la transferencia de informacion que ingresa desde
el ojo contralateral. Por lo tanto, el resultado demuestra de modo contundente que gran
cantidad de informaciéon de movimiento que ingresa por el ojo contralateral alimenta las

neuronas que registramos en el lado ipsilateral.
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Figura 15. Respuestas binoculares y monoculares a estimulos contralaterales e ipsilaterales. A.
Intensidad media de respuesta a estimulos contralaterales (Contra), ipsilaterales (Ipsi) y bilaterales (Bi) para
una barra moviéndose hacia la derecha (n=42). Barras gris claro (Condicién Binocular), barras gris oscuro
(Condiciéon monocular). Las barras muestran media # EE. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005. B. Histograma de la
distribuciéon de las neuronas de acuerdo a sus valores de ICM (ver en el texto). Barras azules: ICM

contralateral. Barras rojas: ICM ipsilateral.

Para evaluar la contribucién de cada uno de los ojos (contralateral e ipsilateral) a
las respuestas binoculares que se obtuvieron en cada neurona, utilizamos un indice de
contribucién monocular, ICM (ver métodos). La figura 15B muestra la distribucién de
frecuencias del ICM calculado con la respuesta al estimulo que se mueve hacia la derecha
presentado del lado contralateral e ipsilateral (ICMc e ICMi, respectivamente). Se observa
que la distribucion del ICMi estd centrada en 1, con la mayoria de las neuronas
comprendidas entre 0,67 y 1,33, eso implica que para estimulos presentados del lado
ipsilateral, las respuestas en condicion monocular y binocular son similares. Por otro lado,
la distribucién del ICMc, muestra una distribuciéon algo mas extendida y con el centro
levemente desplazado hacia valores menores, es decir que un ndmero considerable de
neuronas tomaron valores menores a 0,67. Para esas neuronas, la contribucion del ojo
contralateral a la respuesta binocular fue minima, de modo que la respuesta que se
observa en condiciones de estimulaciéon binocular se explicaria principalmente por la
informacién que ingresa desde el ojo ipsilateral. La prueba F de suma de cuadrados,
mostré que el ajuste era significativamente mejor cuando los datos se ajustaban a dos
Gaussianas diferentes (una para ICMc y otra para ICMi) que cuando se ajustaban a una sola
(Fs, 16= 8.58, p<0,01). En otras palabras, si bien claramente hay un alto grado de
integracion binocular evidenciado por la robusta respuesta que se observa al estimular el
ojo contralateral en condiciones monoculares, en una cantidad considerable de neuronas
la informacién que llega desde el ojo contralateral es menor que la que entra por el ojo

ipsilateral.
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Otra manera de estudiar las interacciones binoculares en las distintas neuronas,
consisti6 en analizar de manera individual los ICMi e ICMc de ambos ojos para cada una de
las unidades registradas. En la figura 17 se encuentran graficados los valores de ambos
ICM de cada neurona, de cuya combinacién se establecieron las nueve categorias
descriptas en las paginas 48-50 e ilustradas en la figura 14. En la figura 17 las categorias
estan separadas por lineas punteadas. Para la definicién de las categorias se consideré que
las respuestas monoculares eran distintas de las binoculares cuando habia una diferencia
de al menos el 50% en la cantidad de PA evocados. Como se puede observar, dado que la
mayoria de las neuronas mostraron valores similares de ICMi e ICMc, éstas parecen
agruparse alrededor de una recta de pendiente 1. Es decir que, para esas neuronas, ambos
ojos (ipsi y contralateral) contribuyeron igualmente a la respuesta binocular. Sin
embargo, algunas de las neuronas mostraron valores de ICM mayores para un ojo que para
el otro, lo que indica que en esos casos uno de los ojos contribuy6 de manera
preponderante a la respuesta binocular. Una gran proporciéon de los casos en que se
observa esa asimetria corresponde a neuronas que pertenecen a la categoria 0-1, para las
cuales la contribucion del ojo contralateral fue menor que la del ojo ipsilateral (figura 17).

Los circulos vacios de la figura 17 corresponden a un experimento que se explicara

en detalle mas adelante.
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Figura 17. Grafico de dispersion de los valores de ICMc e ICMi para cada neurona. ICM ipsilateral en el eje
de ordenadas e ICM contralateral en el eje de abscisas. Cada punto representa una neurona registrada. Los
puntos llenos corresponden a neuronas que fueron registradas con y sin la division entre los ojos. Los puntos
vacios corresponden a neuronas que fueron registradas con y sin el capuchén en el ojo contralateral. Las lineas

punteadas definen los limites entre categorias denominadas de 0-0 a 2-2 como se describe en el texto.

4. ;Binocularidad o ampliacion de campos receptivos?

Los resultados mostrados hasta aqui corresponden a un experimento en el que se
utilizé un tabique entre los dos ojos para dividir el campo visual del animal, de ese modo
impedimos que el animal pudiera ver el estimulo con los dos ojos (visiéon binocular). El
analisis de las contribuciones monoculares de cada ojo y de las interacciones binoculares
entre ambos llevado a cabo en las secciones anteriores implica necesariamente que las
neuronas estudiadas tienen un campo receptivo amplio que abarca ambos lados de
estimulacidn (ipsi y contralateral). Asi, cada neurona estaria recibiendo informacién sobre
la totalidad del campo receptivo desde cada uno de los ojos, de modo que existiria
superposicion total en cada punto del espacio. Alternativamente, la vision del campo
izquierdo y derecho podria ser provista por el ojo izquierdo y derecho respectivamente, es
decir que los campos receptivos no estarfan superpuestos sino que serian

complementarios. La primera alternativa es compatible con el potencial uso de la
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binocularidad para, por ejemplo, estimar distancias por estereopsis. Sin embargo, el uso
de la division entre los ojos, no nos permitié evaluar la respuesta de las neuronas a un
estimulo moviéndose del lado contralateral cuando era visto solamente por el ojo
ipsilateral, es decir que siempre que se evocé una respuesta monocular a estimulos
contralaterales, esta respuesta provenia del ojo contralateral. Por lo tanto, los resultados
que obtuvimos podrian también ser compatibles con neuronas que recibieran informacion
desde el ojo ipsilateral sobre el campo receptivo orientado hacia el lado ipsilateral y desde
el ojo contralateral sobre el campo receptivo contralateral. Para decidir entre estas dos
posibilidades, realizamos otro experimento en donde evaluamos si las neuronas
respondian cuando el ojo que estaba viendo era el ipsilateral pero el estimulo era
presentado del lado contralateral. En este experimento, en lugar de usar el tabique
divisorio, usamos un capucho6n de papel de aluminio para cubrir reversiblemente el ojo
contralateral (ver en métodos de esta parte). Los resultados obtenidos se muestran en la
figura 18. Al igual que en los experimentos anteriores, no se observa una diferencia en la
intensidad de respuesta segun si los estimulos se presentan mono o binocularmente, por
lo que podemos decir que las neuronas responden a estimulos contralaterales vistos con el

ojo ipsilateral.

W Binocular
I Monocular

Figura 18. Respuesta media a estimulos contralaterales e
60 - T

ipsilaterales en condicion binocular o monocular
obtenida en experimentos con capuchén en el ojo
contralateral. No hay diferencias significativas entre los
distintos lados y condiciones de estimulacion. A diferencia del
experimento anterior, en este experimento los estimulos

contralaterales se ven, en la condicién monocular, con el ojo

Cantidad de PA

ipsilateral. Contralateral (Contra), Ipsilateral (Ipsi). Barras
gris claro (condicién binocular), barras gris oscuro (condicién

monocular).

Contra Ipsi

Los ICM de las 8 neuronas registradas en esta condicién experimental se
incluyeron también en la figura 17 (circulos vacios). Cabe sefialar que en estos

experimentos el ICMc tiene un significado diferente de la contribucién monocular que en
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los experimentos anteriores. Mientras que en los experimentos con el tabique divisorio la
respuesta monocular a la estimulacién contralateral fue provocada por la informacién
visual que entraba por el ojo contralateral, en el experimento del capuchoén la respuesta
monocular a la estimulacién contralateral fue consecuencia de la visién del movimiento
del estimulo con el ojo ipsilateral. Excepto por un tnico caso, en la figura 17 se observa
que todas las neuronas evaluadas con el experimento del capuchén (circulos vacios)
tuvieron ICMc cercanos a 1, indicando que las respuestas a estimulos contralaterales
fueron similares en la condicién binocular y en la condicién monocular (en la que estaba
siendo visto por el ojo ipsilateral). La importancia de estos resultados, es que demuestran
que las neuronas reciben informaciéon de los mismos puntos en el espacio a través de
ambos ojos, es decir que procesan binocularmente la informacién de un objeto en

movimiento.

5. Comparacion entre las contribuciones de cada ojo a la respuesta binocular

de las LG frente a distintas direcciones de movimiento

Para evaluar si las interacciones binoculares de las neuronas LG eran dependientes
de la direccion y sentido de movimiento de los estimulos, se realizé el analisis de
contribuciones monoculares a la respuesta binocular que se muestra en la figura 15, para
cada una de las direcciones de movimiento. En primer lugar, se compararon los promedios
de intensidades de respuesta para cada lado de estimulaciéon y para la estimulacién
simultdnea de ambos lados, en condiciones binoculares y monoculares, para cada una de
las direcciones de movimiento. Las figuras 19A, B, C y D muestran los resultados en
respuesta a estimulos moviéndose hacia la derecha (mismos graficos de la figura 15;
n=42), izquierda (n= 35), abajo (n= 38), arriba (n= 37), respectivamente. En los paneles de
la izquierda vemos la respuesta promedio a cada lado de estimulacién (Contra, Ipsi,
Bilateral) en cada condicién (mono y binocular). Al igual que para la barra moviéndose a la
derecha que analizamos previamente (figura 19A), en todos los casos la respuesta a
estimulos contralaterales es menor que a estimulos ipsilaterales, independientemente de
la condicién (mono o binocular). Es interesante notar que para las barras moviéndose en
direccion vertical (figuras 19C y D) la diferencia entre respuestas bi y monoculares alcanza
la significancia estadistica, siendo menor la respuesta a estimulos presentados
monocularmente que binocularmente (Comparaciones multiples de Tukey para el factor
condicién binocular o monocular, significativos para estimulos ipsilaterales y
contralaterales, indicados con asteriscos en las figuras 19C y D). Sin embargo la respuesta

a estimulos presentados en condicién monocular sigue siendo robusta cuando el estimulo
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se presenta en el lado contralateral, lo que indica que al menos de modo parcial la
informacién de movimientos verticales también se transfiere de un lado al otro del
cerebro. Respecto de la distribucién de indices que puede observarse para los mismos
estimulos en los paneles izquierdos de las figuras 19B, C y D, vemos que para los ICMi se
encuentra centrada en uno y para los ICMc levemente desplazada a la izquierda al igual
que para los estimulos moviéndose a la derecha vistos en la figura 15A. Sélo para una de
las direcciones evaluadas (hacia abajo, figura 19C) ambas distribuciones ajustaron mejor a
una Unica Gaussiana (F(3,16)=0,81, p=0,5).

En conjunto estos resultados muestran que independientemente de la direccién de
movimiento de los estimulos presentados, hay una importante transferencia de
informaciéon a las neuronas registradas desde el ojo contralateral. Por otro lado, una
cantidad considerable de neuronas, si bien integran informacién binocular, reciben un

aporte mayor del ojo ipsilateral que del ojo contralateral.
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Figura 19. Respuestas binoculares y monoculares a estimulos contralaterales e ipsilaterales. A la
izquierda: Direccién y sentido de movimiento de la barra. En el centro: Intensidad media de respuesta a
estimulos contralaterales (Contra), ipsilaterales (Ipsi) y bilaterales (Bi). Barras gris claro (Condicién
Binocular), barras gris oscuro (Condicién monocular). Las barras muestran media * EE. *p<0,05; **p<0,01;
*#*p<0,005. A la derecha: Histograma de la distribucién de neuronas de acuerdo a sus valores de ICM (ver en
el texto). Barras azules: ICM contralateral. Barras rojas: ICM ipsilateral. Para una barra moviéndose A. hacia la

derecha (n=42). B. Hacia la izquierda (n=35). C. Hacia abajo (n=38). D. hacia arriba (n=37).

58



Capitulo 1: Transferencia contralateral de la informacién visual de movimiento

Conclusiones

En este capitulo investigamos en qué medida las neuronas LG de Neohelice
integran binocularmente la informacién del movimiento de un objeto en el campo frontal y
al nivel del horizonte visual. La mayoria de las neuronas LG tienen campos receptivos
amplios que abarcan el espacio visual frontal izquierdo y derecho del animal (figura 13 -
paneles de la derecha). Eso nos permiti6 evaluar sus respuestas a un objeto que se mueve
en uno u otro lado o en los dos simultdineamente, tanto en condiciones de binocularidad
como en condicién monocular.

Los resultados obtenidos de los experimentos mostraron que, con independencia
de la direcciéon de movimiento del estimulo, las neuronas de la l16bula de cada lado reciben
informacién del movimiento de objetos que ingresan por el ojo del lado opuesto. Las
principales conclusiones que se desprenden de los analisis realizados tienen validez para

todas las direcciones de movimiento. Estas son:

1) La gran mayoria de las LG reciben la informaciéon visual de objetos en
movimiento que se percibe con cada uno de los dos ojos, aunque la
contribucion de cada ojo es diferente para las distintas neuronas (figuras 14,
15y 19).

2) En promedio, la respuesta al movimiento del lado contralateral fue menor que
al movimiento ipsilateral, tanto en condiciones de monocularidad como de
binocularidad (figuras 13, 15y 19 - paneles de la izquierda). Aun asi, queda en
evidencia que el campo receptivo de la mayoria de las LG abarca una gran
parte del espacio visual contralateral (figura 18). En la mayoria de las
neuronas, este campo comprende la superposiciéon de los campos que aportan
cada uno de los ojos, por lo que la neurona recibe informacién realmente
binocular de un mismo punto del espacio.

3) En promedio, las respuestas a estimulos ipsilaterales y bilaterales (ipsi y
contra simultdneamente) fueron similares, tanto en condiciones binoculares
(figura 13) como monoculares (figuras 15 y 19). Es decir que la presencia de
un segundo objeto en movimiento no produce, como podria esperarse, un
incremento de la respuesta respecto de la evocada por un solo estimulo.

Probablemente esto se debe a algin proceso de inhibicion lateral que es el que
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4)

hace que las LG respondan mas intensamente a un objeto en movimiento que
al flujo éptico panoramico (Medan et al., 2007; Tomsic, 2016).

Cuando el estimulo se mueve en direccién horizontal, si bien hay una
tendencia a que la respuesta en condiciones monoculares sea menor que en
condiciones binoculares, hay una gran similitud en la intensidad de respuestas
en cualquiera de los lados de estimulacion. Por otro lado, cuando el estimulo
se mueve en direccion vertical, hay una diferencia significativa en la respuesta

que evoca cuando es visto binocular o monocularmente.
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contralaterales de la l6bula

Resultados

1. Clasificacion de los registros de las neuronas de la l6bula en presinapticos

y postsinapticos

En 1982, DeVoe y colaboradores descubrieron en abejas un grupo de neuronas de
la 16bula sensibles al flujo éptico que integran informacién binocular (DeVoe et al., 1982).
Si bien en otros insectos el procesamiento del flujo 6ptico se lleva a cabo en la lobula plate,
las abejas, que no tienen lobula plate, integran la funcién de este neuropilo en la 16bula. Se
describié que tales neuronas presentaban procesos tangenciales que se extendian a través
del mosaico retinotdpico de la l6bula y convergian en un ax6n que proyectaba hacia el lado
contralateral del cerebro, en donde arborizaban con un patrén similar en la lébula
opuesta. De acuerdo con los perfiles eléctricos de los registros intracelulares, en ese
trabajo los autores concluyeron que algunas neuronas estaban siendo registradas cerca de
su region de entrada sindptica (registros postsinapticos), por lo que eran elementos
ipsilaterales al lado de registro, mientras que otras neuronas estaban siendo registradas
en su region de salida, es decir en sus terminales (registros presinapticos), por lo que eran
elementos que proyectaban desde la l6bula contralateral. Cada uno de los dos grupos
mostrd ciertas caracteristicas especificas en su perfil eléctrico.

Los registros postsinapticos (ipsilaterales) se caracterizaron por tener:

1) Potenciales de acciéon pequefios, de modo que en ningin caso llegaban a
revertir el signo del potencial de membrana.

2) Los potenciales de acciéon en ningun caso mostraban hiperpolarizaciones por
debajo del potencial de reposo al finalizar.

3) Descargas de potenciales de acciéon montadas sobre una depolarizacion y

presencia de actividad sinaptica sub-umbral.
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Por otro lado, el segundo grupo, de registros presinapticos (contralaterales) se

caracteriz6 por tener:

1) Potenciales de accién mas grandes que incluso en muchos casos revertian el
potencial de membrana, alcanzando un valor cercano a cero o sobrepasandolo.

2) Los potenciales de accidn mostraban hiperpolarizaciones por debajo del
potencial de reposo al finalizar.

3) No mostraban actividad sinaptica sub-umbral.

En base a este antecedente y mirando la variedad de perfiles en la figura 14,
analizamos las amplitudes de potenciales de acciéon de todas las neuronas registradas.
Como se puede observar en la figura 204, este andlisis indica que los resultados se
distribuyen de manera bimodal. Por lo tanto, proponemos que se pueden aplicar los
criterios usados por DeVoe y colaboradores (1982) para separar nuestros registros de
neuronas de la l6bula del cangrejo. La figura 20B esquematiza en qué parte estaria siendo
registrada la neurona (ipsi o contralateralmente) y la figura 20C muestra dos ejemplos que
resumen las caracteristicas del perfil eléctrico utilizadas para definir que una neurona fue
registrada desde su lado de entrada, es decir que es una neurona ipsilateral y para definir
que una neurona fue registrada desde su lado de salida, es decir una neurona
contralateral. Al aplicar estos criterios conjuntamente en registros de 42 neuronas en las
que se completd el experimento con la barra moviéndose a la derecha, evaluamos que 22
de ellas se registraron postsindpticamente y 19 se registraron presinapticamente,
mientras que una de las neuronas no se pudo asignar a ninguna de las dos categorias. Esta
clasificacién fue realizada independientemente por tres personas y en la gran mayoria de
las neuronas los tres coincidimos en aquellas que clasificamos como pre o postsinapticas.
La figura 20D muestra con diferentes colores la distribucidén de las neuronas de los dos
grupos dentro de las categorias de ICM descriptas en el capitulo anterior. En el grafico se
observa que la gran mayoria de las neuronas postsinapticas tuvieron un ICMi cercano a 1
(circulos celestes), es decir que la respuesta a estimulos ipsilaterales fue similar en
condiciones de binocularidad y de monocularidad. Ese resultado seria el esperado si la
neurona que estamos registrando tiene su entrada del lado ipsilateral, como es el caso de
las neuronas registradas postsinapticamente. Por otro lado, para la mayoria de las
neuronas presinapticas (cuadrados verdes) se obtuvieron ICMc cercanos a 1, es decir que
la respuesta a estimulos contralaterales fue similar en condiciones de binocularidad y de

monocularidad. Nuevamente, ese es el resultado que esperariamos si la neurona que

62



Capfitulo 2: Neuronas ipsilaterales y contralaterales de la 16bula

registramos tiene su entrada del lado contralateral, y por lo tanto en este caso estariamos

registrando la salida, por lo que el registro muestra caracteristicas presinapticas.
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Figura 20. Neuronas registradas presinapticamente o postsinapticamente. A. Distribucion de frecuencias
de neuronas de acuerdo a la amplitud de sus potenciales de accién. B. Esquema que representa un registro
postsinaptico (celeste) o presinaptico (verde) en la l6bula para ayudar a interpretar los resultados que siguen.
C. Ejemplos de dos neuronas que ilustran las principales diferencias en los perfiles eléctricos usadas como
criterio para distinguir registros postsinapticos y presinapticos (PEPS, potencial excitatorio postsinaptico; HP,
hiperpolarizacién al finalizar cada PA). La barra negra debajo de los registros representa el movimiento del
estimulo y dura 3,36 s. D. ICMi e ICMc para cada neurona registrada. Es el mismo grafico de la figura 17, pero
aqui los circulos celestes corresponden a neuronas postsindpticas y los cuadrados verdes a neuronas
presinapticas. Los simbolos llenos son de experimentos que se realizaron separando los campos visuales con

un tabique y los simbolos vacios con un capuchén que tapa el ojo contralateral.
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2. Analisis de intensidad y latencia de respuesta de neuronas pre y

postsinapticas.

Para evaluar si cada uno de los grupos de neuronas definidos en la seccién anterior
mostraba propiedades de integracién binocular especificas, se analizaron por separado los
registros de las neuronas postsinapticas y presinapticas comparando la intensidad de
respuesta a estimulaciéon ipsilateral y contralateral en condiciones binoculares y
monoculares. Dentro del grupo de neuronas postsinapticas (figura 21A), se observa que la
respuesta total a estimulacion contralateral fue significativamente menor que a la
estimulacidn ipsilateral, eso confirma el efecto de preferencia por estimulacién ipsilateral
descripto en el capitulo 1 (ANOVA de dos factores para medidas repetidas, lado: F (1, 21) =
8,41, p = 0,009). Por otro lado, no hubo un efecto significativo de la condicién monocular o
binocular (p = 0,149), pero si hubo interaccién significativa del lado x condicién (p
<0,001). Cuando realizamos comparaciones post hoc vimos que la estimulacién monocular
contralateral evoco significativamente menos PA que la estimulaciéon binocular
contralateral y que la estimulacion monocular ipsilateral (comparacién miultiple de
Bonferroni: p<0,001 y p<0,001, respectivamente), sin embargo, no se hallaron diferencias
entre las respuestas binoculares y monoculares cuando se estimulé ipsilateralmente. Estos
resultados indican por un lado que la respuesta binocular al movimiento contralateral de
las neuronas registradas postsindpticamente estd compuesta sélo en parte por la
informacion que llega desde el ojo contralateral. Por otro lado, que sélo con la informacién
que entra por el ojo ipsilateral se puede explicar la totalidad de la respuesta binocular de
estas neuronas a un estimulo ipsilateral. En contraposicién, dentro del grupo de neuronas
registradas presindpticamente (fig. 21B), no se observaron diferencias estadisticas,
excepto por el efecto general de preferencia por la estimulacion ipsilateral a la
contralateral (ANOVA de dos factores para medidas repetidas, lado: F (1, 15y = 11,18, p =
0,004). Dado que suponemos que estas neuronas estarian trayendo informacion visual
desde la lébula contralateral, su respuesta a la estimulacién monocular ipsilateral
(estimulo que en la condicién experimental no se ve con el ojo contralateral) debe
provenir completamente de informacion recibida por neuronas ipsilaterales. El hecho de
que las respuestas binoculares y monoculares sean tan similares, tanto para la
estimulacidn contralateral como para la ipsilateral, indicaria que la informacion que llega
desde el ojo contralateral puede explicar completamente la respuesta binocular de estas

neuronas.
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Figura 21. Intensidad y latencia de respuesta de neuronas registradas postsinaptica y
presinapticamente. A y B. Niumero medio de potenciales de accién evocados en neuronas registradas
postsinapticamente (A) y presinapticamente (B) a estimulacién contralateral (Contra) o ipsilateral (Ipsi) en
condicidn binocular (Barras gris claro) o monocular (barras gris oscuro). C y D. Diferencia en la latencia media
de respuesta a estimulacidon contralateral e ipsilateral en condicién binocular (gris claro) o monocular (gris
oscuro) para registros postsindpticos (C) y presinapticos (D). Las barras muestran media + EE. *p<0,05;

*+p<0,01; ***p<0,005.

Ademdas de evaluar la intensidad de respuesta de cada grupo de neuronas,
evaluamos la diferencia en la latencia de respuesta a estimulacién contralateral e
ipsilateral para cada neurona. En condiciones binoculares, esperdbamos que no hubiera
diferencia en la latencia para ninguno de los dos grupos, ya que en esta condicion el
estimulo esta siendo visto por ambos ojos, de modo que la latencia que observamos es la
misma que la que obtendriamos si se estuviera percibiendo el estimulo por el ojo por el
que la informacién llegue primero, sea cual sea ese ojo. Tal como se esperaba, en
condiciones binoculares, no hubo diferencia (el valor promedio de las diferencias no fue
estadisticamente distinto de 0), tanto para el grupo de registros postsinapticos como para
en el grupo de neuronas registradas presinapticamente (figura 21C, D). Sin embargo, en la
condicién monocular el grupo de neuronas registradas postsindpticamente mostré un
valor promedio de las diferencias de latencia positivo (es decir, mayor latencia para la

estimulacidn contralateral que para la estimulacion ipsilateral) que fue significativamente
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mayor que el mostrado en la condicién binocular (fig. 21C; prueba t (18) = 1,946,
p=0,034). Por otro lado, las neuronas registradas presindpticamente mostraron un valor
medio negativo (es decir, una latencia mas corta para estimulacién contralateral que para
estimulacién ipsilateral), y que fue significativamente menor que el mostrado en la
condicion binocular (fig. 21D; prueba t (15) = 4,082, p<0,001). Estos resultados son
consistentes con neuronas que tienen su sitio de entrada en el lado ipsilateral y

contralateral, respectivamente.

3. Proyecciones de las neuronas de la l6bula

La gran mayoria de las neuronas LG investigadas en esta tesis mostraron
responder a estimulos visuales correspondientes a objetos en movimiento presentados
independientemente a cada ojo. Esos resultados demuestran que hay una gran cantidad de
transferencia de informacién visual entre las dos l6bulas. Pero ;qué evidencias anatémicas
existen de que tal conexion exista en el cangrejo?

En estudios previos, se realizaron tinciones intracelulares que permitieron revelar
la existencia de cuatro tipos distintos de LG (Berén de Astrada y Tomsic, 2002; Medan
et al., 2007), sin embargo, por mas de que se intentaran distintos tiempos de difusién post-
tincién, nunca se lograron seguir los axones mas alla del tracto protocerebral. Para
resolver este problema, el Dr. Beron de Astrada realiz6 tinciones masivas de la 16bula
utilizando colorantes conjugados con dextrano, método que habia mostrado ser efectivo
para revelar proyecciones neuronales en el cangrejo (Ber6n de Astrada etal, 2011;
Bengochea etal, 2018). Aunque la tincion masiva no permite identificar neuronas
individuales, la aplicacién local dentro de la 16bula asegura que las proyecciones tefiidas
provengan de las neuronas de este neuropilo. Analizamos dichos preparados para
observar posibles conexiones entre los dos tractos protocerebrales. La figura 22A y B
muestra las proyecciones tefiidas en el ganglio supraesofagico de una preparaciéon donde
el colorante se aplicoé en la l6bula izquierda (que no aparece en la foto). Se tifileron un
numero considerable de neuronas con sus axones transcurriendo a lo largo del tracto
protocerebral. Esas proyecciones arborizan en diferentes regiones del ganglio
supraesofagico, la mayoria lo hacen del lado en el que se aplicé el colorante (flechas
blancas en las figuras 224, B). Algunas de las fibras que atraviesan el cerebro corren por
arriba (anterior) del cuerpo central (central body, figura 22A) y otras por debajo
(posterior, figura 22B), para luego entrar en el tracto protocerebral contralateral
Siguiendo estas proyecciones mas alld del tracto protocerebral, exploramos la presencia

de marca en el l6bulo 6ptico contralateral. Sélo en unas pocas ocasiones pudimos ver algo
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de marca, pero era débil y estaba restringida a la parte inferior del protocerebro lateral.
Aunque estos resultados no son concluyentes, la presencia de fibras tefiidas que ascienden
por el tracto protocerebral contralateral respalda la suposicién de que hay neuronas que
conectan directamente las dos 16bulas.

Ademas, reanalizando las neuronas LG previamente tefiidas intracelularmente por
la Dra. Medan, encontramos que los elementos de la clase BLG1 (Medan etal, 2007)
presentaban  caracteristicas  morfologicas compatibles con especializaciones
postsinapticas o presinapticas en la 16bula (fig. 22C-G). La figura 22C muestra una neurona
BLG1 en la que claramente se tifi6 el soma, mientras que la figura 22D muestra una
neurona similar, pero sin soma. Evaluando 8 neuronas BLG1 tefiidas, vimos que 5 de ellas
tenian soma en el lado de registro mientras que las otras 3 no. En todos los casos, la
presencia del soma estaba asociada con ramificaciones delgadas tipicas de estructuras
postsinapticas (fig. 22F), mientras que su ausencia se asoci6 con ampollas terminales o
varicosidades (fig. 22G) tipicas de las estructuras presinapticas (Strausfeld, 1976). De
acuerdo con lo esperado por los resultados explicados en la seccién 1, la amplitud media
del PA de las neuronas con soma tefiido fue menor que la de las neuronas sin él (10,8 +
1,98 vs. 53,33 £ 6,01 respectivamente, p <0,001). En un preparado (fig. 22E), la inyeccién
intracelular de neurobiotina en una BLG1 hizo que se co-tifieran 3 neuronas BLG1, una de
ellas con soma y procesos terminales delgados, y las otras dos soma y con varicosidades en
sus terminales. Estos resultados indican que: 1) hay mas de una BLG1 por lébula; 2) hay
elementos ipsilaterales eferentes y elementos aferentes (muy probablemente
contralaterales); 3) los patrones de ramificacion generales de estos elementos eferentes o
aferentes son similares; 4) hay un acoplamiento entre estos elementos evidenciado por el

pasaje de colorante entre uno y otro.
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Figura 22. Evidencia anatémica de integracién binocular entre l6bulos 6pticos. A, B. Se aplicaron
colorantes conjugados con dextrano en la lébula izquierda. Se pueden ver fibras tefiidas en el tracto
protocerebral izquierdo (PcT) que ingresan al ganglio supraesofagico. Las figuras muestran dos subconjuntos
de imagenes confocales de aproximadamente 75um de espesor tomadas a distinta profundidad del preparado.
Pueden observarse claramente dos tractos neuronales que atraviesan el cerebro uno anterior (A) y el otro
posterior (B) al cuerpo central (CC). Muchas de las fibras tefiidas salen del ganglio supraesofagico a través del
tracto protocerebral (TPc) opuesto para ingresar al 16bulo dptico derecho. La mayoria de las arborizaciones se
ven del lado en el que se aplic6 el colorante (flechas blancas), pero también se pueden observar algunas
arborizaciones en el lado contralateral (flechas negras). C, D. Dos ejemplos de neuronas del tipo BLG1 tefiidas
intracelularmente que muestran caracteristicas compatibles con morfologias postsinapticas o presinapticas.
La BLG1 en C muestra el soma y procesos delgados que se ramifican, eso es consistente con el tipo de
arborizaciéon dendritica. La BLG1 en D carece de soma y presenta arborizaciones consistentes con un arbol
terminal, que contiene muchos procesos varicosos. E. En este preparado se co-tifieron 3 neuronas BLG1, dos
de las cuales mostraron caracteristicas presindpticas (la verde y la azul) y una de ellas postsinapticas (la roja).

Se agregaron los colores para distinguir las tres neuronas. Una parte de la neurona roja y de una de las
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neuronas verdes se ampliaron en F y G respectivamente, alli se pueden apreciar los detalles de las
especializaciones postsinadpticas (flechas rojas) y las especializaciones presinapticas (flechas verdes). Lo:
l6bula, A: anterior, P: posterior, I: izquierda, De: derecha, M: medial, L: lateral, D: dorsal, V: ventral. Barra de

escala: 100 um A-E, 20 um F, G.

4. Registros intracelulares simultaneos en las dos lobulas

En el andlisis de los perfiles eléctricos que llevamos a cabo en la secciéon 1 vimos
que el nimero de neuronas que fueron registradas postsindpticamente (que son locales de
la 16bula en la que se estd registrando) fue similar al nimero de neuronas que se
registraron presindpticamente (que proyectarian desde la lébula opuesta). Esa
clasificacién fue respaldada por las diferencias que se hallaron luego en las latencias de
respuesta. Esto, en conjunto con las evidencias anatémicas mostradas en la figura 22, nos
condujo a intentar registrar simultineamente dos neuronas LG, una de cada lébula, para
explorar sus potenciales conexiones por medio de estimulaciéon eléctrica intracelular.
Realizar registros intracelulares en las dos lébulas simultaneamente en un animal
parcialmente inmovilizado y practicamente intacto es un experimento desafiante. Sin
embargo, logramos realizar 17 dobles registros estables. Luego de impalar y estabilizar las
dos neuronas, confirmando que ambas eran LGs y que respondian a estimulos visuales de
movimiento tanto en el monitor de la izquierda como en el de la derecha, inyectamos un
pulso de 500 ms de corriente en una de ellas, de intensidad suficiente como para hacerla
disparar al menos tres veces por encima de su frecuencia espontanea y observamos si esto
tenia algin efecto en la segunda neurona. En 11 de los experimentos pudimos invertir el
procedimiento y hacer aumentar la tasa de disparos de la segunda neurona (figura 23). En
4 experimentos sélo pudimos aumentar la frecuencia de disparo de PA en una de las dos
neuronas. Por dltimo en dos experimentos no se pudo aumentar la frecuencia de ninguna
de las dos neuronas del par. Cabe mencionar que todas las neuronas en las que las
inyecciones de corriente no lograron afectar la frecuencia espontanea, mostraron tener
perfiles eléctricos correspondientes a un registro presindptico. En estas neuronas,
probablemente la ineficacia de las inyecciones de corriente se debi6 a que se estaban
aplicando a una gran distancia del sitio de iniciacién de potenciales de accidn, el que
estaria ubicado mas cerca del sitio de entrada de la neurona, en la 16bula contralateral.
Esta observacion es consistente con la idea de que las neuronas registradas
presinapticamente son elementos aferentes a la 16bula.

Se tuvieron en cuenta los resultados de los experimentos en los que al menos una
de las neuronas pudo ser efectivamente excitada, es decir que inyectando corriente se

logré aumentar su frecuencia de disparo. Luego de una meticulosa observaciéon de cada
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uno de los registros, concluimos que en ninguno de los casos se detectaron cambios
eléctricos en la neurona que estaba siendo registrada en la I6bula contralateral, ni en su
potencial de membrana, ni en su frecuencia de disparo de potenciales de accién, ni en su
actividad sindptica sub-umbral, que pudieran estar relacionados con los trenes de PA
evocados en la primer neurona. En la figura 23 se muestran dos ejemplos de dobles

registros en los que se pudo excitar a ambas neuronas.

Actividad espontéanea Movimiento de un objeto Inyecciones de corriente
A
|30mv o L
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Figura 23. Registros simultaneos de dos neuronas LG de 16bulos dpticos opuestos. A, B. Dos ejemplos de
experimentos de dobles registros de LG. Primera columna, actividad espontanea. Segunda columna, respuesta
a un estimulo visual de movimiento, que en este caso se movié durante 2,2 s (barra horizontal negra). Tercera
columna, ausencia de actividad evocada en una neurona (trazo inferior) durante la inyeccién de un pulso de
corriente depolarizante suficiente para hacer que la otra neurona (trazo superior) aumente su frecuencia de
PA al menos tres veces sobre la actividad espontanea. Cuarta columna, lo mismo que en la tercera pero la

inyeccion se aplica en la otra neurona.

Discusion

En este capitulo logramos hacer una distinciéon entre elementos ipsilaterales y
contralaterales de la lobula. Para eso nos basamos principalmente en criterios que
utilizaron DeVoe y colaboradores (1982), evaluando los perfiles electrofisiolégicos. Eso

nos permitio dividir los registros de las neuronas LG en dos grupos (figura 20). Uno de los
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grupos esta representado por neuronas con perfiles de respuesta compatibles con un
registro postsinaptico, mientras que el otro por neuronas con un perfil compatible con
registros presindpticos. Cuando estimulamos monocularmente, el grupo de neuronas
registradas postsindpticamente mostré que la latencia de respuesta a estimulos
ipsilaterales era mas corta que a estimulos contralaterales (figura 21C), respaldando la
idea de que su sitio de entrada esta en la misma lébula que estamos registrando (es decir,
que son neuronas ipsilaterales). Por otro lado, el grupo de neuronas registradas
presinipticamente, mostré una latencia mas corta a estimulos contralaterales que a
estimulos ipsilaterales (figura 21D), lo cual indicaria que su sitio de entrada esta en la
l6bula opuesta (es decir, que son elementos contralaterales registrados en sus
proyecciones terminales del lado ipsilateral).

Estas interpretaciones, ademas, fueron avaladas por datos anatémicos. En primer
lugar, las tinciones masivas con dextrano en la l6bula revelaron la existencia de dos tractos
que conectan las regiones del cerebro que se encuentran dentro de los pedunculos
oculares (figura 22A y B). En segundo lugar, las neuronas BLG1 tefiidas intracelularmente
mostraron especializaciones morfoldgicas compatibles con neuronas registradas pre o
postsinapticamente (22C-G).

Habiendo mostrado que las neuronas LG integran informacién de ambos ojos y que
parece haber elementos que transmiten informaciéon de movimiento entre las dos l6bulas,
intentamos investigar su conexion registrando simultdneamente dos LG, una de cada lado.
Sin embargo, no pudo detectarse ningin indicio de conexiones eléctricas entre las parejas
de neuronas registradas. Dado que hay diferentes tipos de LG y que aun no se sabe con
certeza cuantos elementos hay dentro de cada tipo, una posible explicaciéon es que no
hayamos podido acertar en ningin caso la combinacién correcta de neuronas. Otra
posibilidad es que para que la neurona LG que estamos registrando responda por
transferencia de informaciéon desde el ojo contralateral, sea necesario que muchas
neuronas juntas viniendo desde el ojo contralateral transmitan su respuesta a esa
neurona. Esa sumatoria de entradas podria tener lugar en la misma lébula como sugieren
los elementos que se tifieron en la figura 22E, o bien en regiones bilaterales del ganglio
supraesofagico, en donde se observan arborizaciones de las neuronas tenidas (flechas de
la figura 22A, B). Estos y otros aspectos de los principales hallazgos obtenidos hasta aqui,
como la existencia de las interacciones inhibitorias necesarias para explicar la disminucion
de la respuesta observada bajo condiciones binoculares en algunas neuronas (figura 14,

ultimos tres registros), se resumen en los esquemas de la figura 24.
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Figura 24. Modelo esquematico de las conexiones binoculares entre neuronas LG de lados opuestos del
cerebro segun las interpretaciones de los resultados obtenidos. A, B. El esquema se dividié en dos para
facilitar la comprension. Las neuronas gigantes de la l6bula reciben informacién de movimiento del ojo
ipsilateral por un lado a través de entradas columnares (E.C.) y por otro lado a través de neuronas que
proyectan desde el ojo contralateral. Los elementos celestes representan vias centripetas (eferentes) de la
l6bula derecha que, después de atravesar el cerebro medio, llevan informacién a la l6bula izquierda (los
elementos especulares estan representados en verde). Los tridngulos representan las sinapsis excitatorias y

los circulos negros las sinapsis inhibitorias. Lo: 16bula, GS: ganglio supraesofégico.
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La representacién en la figura 24A incluye una via directa con elementos que se
proyectan directamente hacia la 16bula opuesta (1) y la representacién en la figura 24B
incluye vias menos directas con al menos un relevo sinaptico en el ganglio supraesofagico
(2). Estas vias que en la figura se representan por conjuntos de tres elementos, podrian
estar compuestas por multiples unidades, como lo sugieren los resultados obtenidos: la
alta proporcién de neuronas LG que tuvieron respuesta binocular (figura 15), la variedad
de respuestas (figura 14) y el nimero de proyecciones tefiidas que se pueden ver
cruzando el cerebro en la figura 22A, B. La existencia de interacciones inhibitorias
cruzadas (3) seria necesaria para explicar los resultados de las categorias 2-1, 1-2 y 2-2 de
las figuras 14 y 17. Las lineas discontinuas de la figura 22 representan elementos
adicionales similares a los representados en el esquema. Muchas terminales excitatorias
de diferentes neuronas llegando a neuronas individuales indican que cada LG recibiria la

entrada de numerosos elementos desde el lado contralateral.
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interesantes registrados ocasionalmente

Durante la realizacién de los experimentos de los cuales obtuvimos los resultados
presentados hasta ahora, se obtuvieron registros de neuronas con caracteristicas muy
peculiares e interesantes. Ademas de las neuronas sensibles a la direccién de movimiento,
cuya caracterizacion constituye la segunda parte de esta tesis, se registraron neuronas que
mostraron caracteristicas complejas de integraciéon binocular. Algunas de ellas
respondieron modificando su campo receptivo segin si el animal estaba viendo el
estimulo con un solo ojo o con los dos, otras mostraron integrar la informacién obtenida
de ambos ojos pero sélo para una determinada direccién de movimiento del objeto.
Debido a la poca cantidad de veces que estas neuronas fueron registradas y a que no
pudieron ser tefiidas, no se pudo realizar una descripcion detallada de las mismas, pero de
todos modos, creemos importante dejar constancia de su existencia y por eso las incluimos
en esta parte. El reporte de estos elementos, contribuye a formar idea de la complejidad de

la integracién binocular de la informacidn visual

1. Neuronas de campo receptivo dinamico

Estas neuronas, de las cuales se registraron 3 unidades, mostraron modificar la
posicion de su campo receptivo segun si estaban percibiendo el estimulo con los dos ojos,
o0 solo con uno como consecuencia de la presencia o no del tabique.

Los registros de la figura 25A y B corresponden a dos neuronas que en condiciones
de estimulacién binocular tienen su campo receptivo restringido al lado ipsilateral, es
decir que del lado contralateral los estimulos no evocan ninguna respuesta. Cuando se
evalia monocularmente la respuesta de estas neuronas, se observa que ademas de la
respuesta evocada por estimulos ipsilaterales, responden también a estimulos
contralaterales. Es decir que estas neuronas muestran respuesta a estimulos
contralaterales sélo cuando estos son percibidos tinicamente con el ojo contralateral
(condiciéon monocular). En la condicién binocular, el estimulo del lado contralateral esta
siendo visto con ambos ojos. Al parecer, la visién de estimulos contralaterales con el ojo

ipsilateral inhibe la respuesta que tendria esa neurona si el animal sélo estuviera viendo el
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estimulo con el ojo contralateral. Se registraron dos neuronas con este mismo

comportamiento.
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Figura 25. Ejemplos de neuronas cuyo campo receptivo se modifica al separar los campos visuales de
ambos ojos. A. B. Los registros corresponden a dos neuronas que, al ver el estimulo con ambos ojos
(estimulacién binocular), responden solamente cuando el estimulo se presenta del lado ipsilateral (primeras
dos columnas). En cambio, cuando se divide el campo visual con un tabique y por lo tanto el estimulo es
percibido por un solo ojo (estimulacién monocular), estas neuronas responden a un estimulo que se mueve
tanto del lado ipsilateral como del contralateral (Ultimas dos columnas). C. En condiciones binoculares, esta
neurona responde s6lo cuando el estimulo es presentado del lado contralateral. En condiciones monoculares la
respuesta contralateral desaparece, mientras que aparece una nueva respuesta frente al estimulo presentado
ipsilateralmente. La segunda fila muestra la repeticién del estimulo presentado en cada uno de los lados en
ambas condiciones. La barra negra debajo de los registros representa el movimiento del estimulo durante 3,36

S.
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Los registros de la figura 25C pertenecen a una neurona que, en contraposicion a
las anteriores, en condiciones binoculares mostraron responder sélo a los estimulos
contralaterales y no a los ipsilaterales. En cambio, si se evalia la respuesta de esta
neurona monocularmente, se observa que ya no hay respuesta del lado contralateral, pero
ahora observamos respuesta a estimulos presentados del lado ipsilateral. Al estimular
binocularmente esta respuesta no estaba presente. Al igual que en el caso anterior, es
posible que, en condiciones binoculares la visién con el ojo contralateral del estimulo
presentado del lado ipsilateral esté inhibiendo la respuesta de la neurona. En condiciones
monoculares, el estimulo ipsilateral es visto solamente con el ojo ipsilateral, por lo que tal
inhibicién no estaria presente, y asi es que vemos la respuesta a estimulos presentados de
ese lado. Podria decirse que en condiciones binoculares esa respuesta estaba
“enmascarada”. Por otro lado, en este caso, para la condicién de estimulacién monocular,
desaparece la respuesta a estimulos contralaterales que se ve en la condicion binocular. Al
parecer, para evocar esa respuesta, es necesario que el cangrejo esté viendo el movimiento
del estimulo contralateral con ambos ojos. La segunda fila muestra repeticiones de los
estimulos presentados de ambos lados, en ambas condiciones, indicando que en todos los
casos las respuestas son altamente reproducibles. Sélo se registr6 una neurona con este

comportamiento.

2. Binocularidad diferencial

Unas pocas neuronas (n=5) mostraron tener distintas propiedades de
binocularidad segun la direccién de movimiento de los objetos. En el ejemplo de la figura
26, todos los registros pertenecen a la misma unidad. En la primera fila, vemos que para
una barra que se mueve hacia abajo la neurona claramente integra informacién binocular,
ya que vemos respuestas a estimulacién monocular contralateral o ipsilateral, similares a
las que se ven en condiciones de estimulacién binocular. Sin embargo, cuando la barra se
mueve hacia arriba, la neurona no parece integrar la informacién proveniente de ambos
0jos, ya que no muestra respuesta a estimulacién monocular contralateral, es decir que la
respuesta a estimulacion contralateral observada en la condicién binocular se deberia a
que el estimulo esta siendo visto con el ojo ipsilateral. En otras palabras, el ICMc de esta
neurona (definido en la seccidn precedente), esta cerca de 1 para el estimulo que se mueve

hacia abajo y cerca de 0 para el estimulo que se mueve hacia arriba.
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Figura 26. Ejemplo de neurona que mostr6 ser binocular para un estimulo y no para otro. Todos los
registros de esta figura pertenecen a la misma neurona. En la fila de arriba, el estimulo es una barra que se
mueve hacia arriba. La respuesta a un estimulo contralateral monocular es similar a la respuesta contralateral
binocular, lo que indica un alto grado de procesamiento binocular. En la fila de abajo el estimulo es una barra
que se mueve hacia arriba. La respuesta a un estimulo contralateral visto monocularmente es practicamente
nula, lo que indica que la visioén con el ojo contralateral no contribuye a la respuesta de la neurona. La barra

negra debajo de los registros representa el movimiento del estimulo durante 1,7 s.

De las 5 neuronas registradas que mostraron tener esta propiedad de integrar
informacién binocular dependiendo de la direccién y sentido de movimiento de los
estimulos, 2 mostraron integrar informacién binocular en todos los sentidos menos en el
ascendente (una de ellas es la mostrada en la figura 26), es decir que para los estimulos
moviéndose en el resto de los sentidos (hacia derecha, izquierda o abajo), aunque con
distintas intensidades, siempre se observd al menos algo de respuesta cuando se
presentaban contralateralmente y eran observados de manera monocular. Por otro lado,
dos de las neuronas mostraron integrar informacién binocular sélo cuando el estimulo se
movia hacia la derecha, es decir que para ninguna de las otras direcciones (hacia la
izquierda, arriba o abajo), se observd respuesta a estimulos contralaterales vistos
monocularmente. Finalmente, una de las 5 neuronas, mostré integrar informacion

binocular cuando los estimulos se movian en direccion horizontal en cualquiera de ambos
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sentidos y no cuando se movian en direccién vertical (ni cuando se movian hacia arriba ni

cuando se movian hacia abajo).

Discusion

Los casos que describimos en este apartado, contribuyen a comprender la gran
complejidad del circuito que opera para integrar la informacién visual que es percibida
por ambos ojos. Aunque estas neuronas fueron registradas de manera esporadica, en la
mayoria de los casos pudo repetirse la presentacidon de al menos alguno de los distintos
estimulos en las distintas condiciones, indicando que el resultado es robusto e indudable.

Dado el escaso conocimiento de estos elementos, seria prematuro aventurar
cualquier especulacién sobre su rol funcional, sin embargo, su existencia da cuenta de la
presencia de neuronas con propiedades de procesamiento y transformaciéon de sus
campos receptivos que, hasta donde sabemos, no han sido nunca antes descriptas en

ningdn animal.
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Los experimentos realizados en esta primera parte nos permitieron estudiar cémo
ocurren los procesos de integracién binocular del movimiento de objetos a nivel del
horizonte visual en cangrejos. Una de las observaciones mas destacable que se desprende
de los resultados obtenidos, es coincidente con los resultados previos de binocularidad en
Neohelice (Sztarker y Tomsic, 2004), e indica que las neuronas LG no sélo reciben
informacién visual de movimiento desde el ojo ipsilateral, sino que ademas codifican la
informacién de objetos en movimiento que son vistos con el ojo contralateral. En otras
palabras, esto quiere decir que las LG son neuronas binoculares.

Sin embargo, recordemos que a diferencia de los experimentos que se realizaron
en esta tesis en donde los estimulos visuales fueron presentados a nivel del horizonte
visual del animal, para los experimentos de binocularidad realizados anteriormente en
Neohelice se habian utilizado estimulos visuales de movimiento presentados en la regién
dorsal del campo visual del animal. Mas alld de que en ambos casos se observo un gran
flujo de informacién visual llegando desde el ojo contralateral, los resultados obtenidos
estimulando la regién ecuatorial difieren considerablemente de los que se habian obtenido
para estimulos presentados en la regién dorsal. Cuando se evalud la integracion de la
informacién visual binocular en el campo dorsal, se observé que todas las neuronas LG
evaluadas respondian de manera practicamente idéntica en intensidad, forma, patrén de
disparo, etc., cuando el estimulo era visto exclusivamente con el ojo ipsilateral o cuando
era visto s6lo con el ojo contralateral. En cambio, los resultados aqui obtenidos
estimulando la region ecuatorial del campo visual, mostraron una gran variabilidad en el
grado de integracién binocular, de modo que algunas neuronas tuvieron respuestas
similares frente a la estimulaciéon exclusivamente contralateral que a la exclusivamente
ipsilateral, mientras que otras mostraron grandes diferencias. La resolucién visual de
Neohelice varia en las distintas regiones del ojo, es mayor en la zona ecuatorial y
disminuye considerablemente hacia la regiones ventral y dorsal (Berén de Astrada et al,,
2012). Mientras que las imagenes de un predador aéreo son percibidas con la regién
dorsal del ojo, las imagenes de objetos moviéndose que el animal percibe a nivel del
horizonte se corresponden en la mayoria de los casos con los movimientos de
conespecificos. La deteccion de estas imagenes y su procesamiento son necesarios para las
interacciones sociales como las de cortejo, de apareamiento, de defensa de sus cuevas, de
huida o de persecucién de otros individuos (por ejemplo: Hemmi y Zeil, 2003; Sal Moyano
etal, 2014; Tomsic etal, 2017). Neohelice presenta, ademas de la franja de maxima
resolucién que se manifiesta por las especializaciones dpticas en el ecuador del ojo (Berén
de Astrada et al., 2012), neuronas como las MLG1 cuyo centro del campo receptivo vertical

se ubica asimismo a nivel del horizonte visual (Medan et al., 2015). Estas especializaciones
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indican que las necesidades de deteccién y procesamiento visual varian ampliamente
entre las diferentes regiones del campo visual. Dado que una gran proporcién de las LG
mostraron tener un campo receptivo amplio, esas necesidades de deteccion podrian estar
determinando la existencia de propiedades de binocularidad especificas dependientes de
la regién del campo receptivo. Asi, podria ser que una misma neurona LG tenga distintas
propiedades de integracién binocular cuando el animal ve objetos en movimiento con la
region dorsal que cuando lo hace con la parte ecuatorial de sus ojos.

Si bien los resultados del capitulo 1 muestran que existe transferencia de
informacién de movimiento desde el ojo contralateral (figuras 14 y 15) y ademas esa
transferencia ocurre cuando los estimulos se mueven en ambas direcciones, tanto vertical
como horizontal (figura 19), es interesante observar también las diferencias en el grado de
integracion binocular. En primer lugar, las diferencias entre los resultados obtenidos para
las direcciones de movimiento horizontal y vertical, sugieren que el procesamiento y suma
de la informacién que proviene de ambos ojos ocurre de manera diferente dependiendo de
la direccién en la que se mueve el objeto. Al observar el conjunto de neuronas registradas,
no detectamos diferencias significativas en la intensidad de respuesta evocada por un
estimulo que se movia en direccién horizontal a nivel del horizonte visual, cuando éste era
visto con uno o con los dos ojos (figuras 15, 19A y B). Por otro lado, frente a estimulos que
se movian en la direccién vertical, se observé que las respuestas monoculares eran en
promedio de menor intensidad que las binoculares, tanto con la presentacion de estimulos
del lado contralateral como del lado ipsilateral (figura 19C, D).

Otra cuestion que podria parecer llamativa es la similitud entre las respuestas
binoculares y monoculares frente a un mismo estimulo. Podria esperarse que una neurona
binocular responda mas intensamente cuando recibe informacién desde ambos ojos que
cuando los estimulos son vistos por uno solo de los ojos, es decir que haya un efecto de
sumacioén entre la informacién visual que proviene de cada uno de los ojos. De hecho, en
otra serie de experimentos comportamentales y electrofisiolégicos que se realizaron
previamente en Neohelice, se estudié tanto la respuesta de escape como la respuesta
electrofisiolégica de las LG evocadas por un estimulo visual de peligro (EVP) que
remedaba a un predador aéreo. Ambas respuestas fueron evaluadas en condiciones
binoculares y ademas en condiciones monoculares (ocluyendo la visién de uno de los
0jos). Los resultados de los experimentos comportamentales mostraron que la respuesta
de escape evocada frente al EVP en animales monoculares era un 50% menos intensa que
la evocada en animales binoculares, lo que podria explicarse en términos de una
disminucion de las capacidades sensoriales al ocluir uno de los ojos (Hermitte et al., 1995;

Sztarker y Tomsic, 2008). Los resultados de los experimentos electrofisiolégicos con
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neuronas LG frente al mismo estimulo, también mostraron que estas neuronas respondian
con menor intensidad cuando los estimulos eran vistos monocularmente (Sztarker y
Tomsic, 2008). Dado que la actividad de las LG mostré correlacionar estrechamente con la
respuesta comportamental en una gran variedad de situaciones, la disminuciéon de su
actividad como consecuencia de la oclusién de un ojo podria explicar la reduccion en la
intensidad de la respuesta de escape. Sin embargo, los resultados electrofisiologicos
hallados en esta tesis fueron diferentes. Como se detalld6 en el parrafo anterior, para
estimulos que se mueven en direccién horizontal a nivel del horizonte visual, no hubo
diferencias si el estimulo era visto con uno o con los dos ojos. En cambio, para estimulos
que se movian en direccién vertical a nivel del horizonte visual, los resultados obtenidos
fueron similares a los que se observaron anteriormente con el EVP (Sztarker y Tomsic,
2008), es decir que las LG mostraron una menor intensidad de respuesta en condiciones
de monocularidad que en condiciones de binocularidad.

En resumen, tanto cuando los estimulos se presentaron en la region dorsal del
campo visual (resultados previos a esta tesis), como cuando se presentaron en la region
ecuatorial moviéndose en direccion vertical (resultados del capitulo 1), se observoé que las
respuestas monoculares eran menores que las binoculares. Por otro lado, cuando los
estimulos se presentaron en la regidon ecuatorial moviéndose en direccidon horizontal, las
respuestas binoculares y monoculares eran iguales. Una posible interpretacién de los
resultados esta relacionada con el significado de la direccién de movimiento y la posiciéon
de los estimulos en el campo visual y es la siguiente: como se menciond en la introduccion,
el integrar la informacién proveniente de ambos ojos provee multiples ventajas, entre
ellas la de estimar la distancia a otros individuos por estereopsis. Los animales como
Neohelice que viven en un ambiente plano probablemente hagan uso de esta ventaja para
interactuar con otros cangrejos que se mueven también en direccién horizontal, de modo
que la integracion binocular de estimulos que se mueven en esta direcciéon seria mas

provechosa que la de estimulos que se mueven en la vertical.

La presentacién de un estimulo looming (imagen de expansion bidimensional
correspondiente a un objeto que se aproxima) evoca en Neohelice una respuesta de escape
robusta y bien direccional que se ha estudiado en detalle (Oliva etal., 2007). Cuando el
estimulo se presenta desde un costado del animal evoca escapes que, de forma muy
predecible, se realizan con direccién opuesta al estimulo. En cambio, cuando el estimulo se
aproxima exactamente desde arriba, el animal responde mas tardiamente y su direccion
de escape hacia uno u otro lado parece ser impredecible. Tanto la impredictibilidad del

comportamiento como el retardo del inicio de la respuesta sugieren un proceso de
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decision en la eleccién por el lado hacia el cual escapar. El estudio detallado del
comportamiento de eleccién de lado ante un looming dorsal tanto en condiciones
binoculares como monoculares, sumado a los efectos de asimetrias visuales contextuales
manipuladas experimentalmente tales como el grado de iluminacién sobre la eleccién por
el lado de escape, en conjunto con la posible participaciéon de las neuronas LG en este
proceso de eleccidn, permitieron formular un modelo sencillo de competencia interocular
para la decision del lado de escape, segin el cual podria existir una competencia entre las
intensidades de la respuesta de la LG de ambos 16bulos 6pticos, que define la direccion en
la que se va a realizar el escape. La idea seria que las LG del lado que respondan mas
intensamente determinarian el escape hacia el lado opuesto. Este modelo, que pudo ser
puesto a prueba tanto a nivel electrofisiolégico como comportamental, permite predecir
con un alto grado de confianza los resultados comportamentales obtenidos en funcién de
las respuestas neuronales (Molinas, 2015).

Los resultados obtenidos en esta tesis suman evidencia a favor de la hipétesis que
propone al modelo de dominancia ocular como mecanismo para la toma de la decisién del
lado de escape. En primer lugar, cabe aclarar que los estimulos utilizados en esta tesis
consistian en imagenes de objetos que se movian en trayectoria tangencial al animal, es
decir que eran bien diferentes de los estimulos de aproximaciéon que se utilizaron en el
estudio que permitié proponer el modelo en cuestiéon. En segundo lugar, la respuesta de
las LG frente a estos estimulos mostré ser claramente mayor cuando éstos se presentaban
del lado ipsilateral, tanto en condiciones binoculares como monoculares (figuras 13 y 19),
esto permite predecir que la respuesta de escape en tales condiciones seria hacia el lado
contralateral, que es de hecho lo que se observd para ese tipo de estimulos (Scarano y
Tomsic, 2014).

Por otro lado, como se mencioné previamente, el estudio de las interacciones
binoculares permitié determinar que el grado de contribuciéon de cada uno de los ojos,
varia ampliamente entre las distintas neuronas LG, observandose interacciones tanto de
tipo inhibitorias como excitatorias (figura 14). Los distintos niveles de contribucion de
cada uno de los ojos a la respuesta binocular, podrian entonces interpretarse como
distintos grados de dominancia de cada uno de los ojos. El modelo de dominancia
interocular que se propuso anteriormente para predecir la toma de decisiones en una
situacién de incertidumbre como la de un looming dorsal, implica que debe existir un
didlogo directo, aunque complejo, entre las neuronas que codifican la informaciéon de
movimiento de un lado y otro del cerebro (Molinas, 2015). Los resultados de esta tesis son

compatibles con esa interpretacion.
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La mayoria de los animales visuales se sirven de las ventajas que confiere integrar
la informacién visual provista por ambos ojos para desempefiar una gran cantidad de
comportamientos guiados visualmente. Sir Isaac Newton en su tratado de dptica (1704)
fue uno de los primeros cientificos en sefialar que para la binocularidad sea funcional, la
informacién de ambos ojos debe convergir en el mismo sitio del cerebro. Newton razoné
que seria necesario un entrecruzamiento (o un quiasma) parcial de las fibras en los
nervios 6pticos para que exista un sistema con visién binocular funcional que permita
estimar distancias por estereopsis (Newton, 1704). Tiempo después, sus predicciones
anatomicas fueron confirmadas con disecciones del quiasma dptico en mamiferos (Polyak,
1957). Como se describié en la introduccién, las neuronas binoculares de mamiferos, que
se han estudiado principalmente en gatos y en primates, aparecen a partir de la corteza
visual. En otros vertebrados como los anfibios o los peces teledsteos, se encontraron
neuronas binoculares ya en el tectum 6ptico (por ejemplo: Finch y Collett, 1983). En esta
primera parte de resultados, estudiamos neuronas que integran informacién binocular en
un artrépodo. Las neuronas estudiadas se encontraban en la l16bula y cabe mencionar que
no se han encontrado neuronas que integren informacidén binocular en areas mas
periféricas del cerebro del cangrejo (Sztarker y Tomsic, 2004). Si bien podria parecer que
la 16bula de los artrépodos representa una etapa mucho menos central de procesamiento
visual que la corteza visual de los mamiferos, en realidad el nimero de sinapsis que hay en
el camino mas directo desde los fotorreceptores hasta las neuronas que integran
informacidén binocular, parece ser similar en ambos casos.

Como un comentario colateral a estas observaciones, cabe mencionar que asi como
los resultados mostrados en esta tesis indican la existencia en un artrépodo como
Neohelice de distintas contribuciones monoculares a la respuesta binocular o, dicho de
otro modo, neuronas que mostraron distintos grados de dominancia interocular, en la
corteza visual primaria de mamiferos se han hallado también neuronas que cubren el
rango completo de dominancia interocular, es decir, desde neuronas que responden
exclusivamente a estimulos vistos con el ojo contralateral hasta neuronas que responden
exclusivamente a estimulos vistos con el ojo ipsilateral, pasando por todos los niveles de
contribucién intermedios (por ejemplo: Sengpiel et al., 1995; Kara y Boyd, 2009). Este tipo
de similitud funcional entre ambos sistemas, aunque no se haya realizado una detallada
comparacion en los distintos niveles de dominancia de otros sistemas, podria sumarse a
los atributos compartidos entre los sistemas visuales de vertebrados y artrépodos,
algunos de los cuales fueron comentados en la introduccién de esta tesis.

Respecto de las distintas utilidades que podria concretamente tener para Neohelice

la capacidad de combinar, integrar y procesar la informacién que ingresa por ambos ojos,
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actualmente en nuestro laboratorio se estan analizando videos del comportamiento de
captura de presas que se evoca en estos cangrejos como consecuencia del movimiento de
un objeto pequefio que se mueve al ras del suelo. Las observaciones preliminares de los
mismos indican que en la Gltima etapa de persecucidn, el cangrejo salta sobre la presa con
sus quelas abiertas para atraparla. Para ejecutar ese tipo de comportamientos, parece ser
necesario estimar con precision la distancia al objetivo (Salido, Gancedo y Tomsic,
comunicaciéon personal). En funcién de los resultados obtenidos, podemos decir que los
procesos de integracién binocular que se estudiaron en esta tesis ocurren sin lugar a
dudas en la regién ecuatorial del campo visual del animal, mas precisamente en el area
frontolateral, y es esta la regién en la que el animal percibe estimulos visuales que lo guian
en comportamientos como, por ejemplo, los enfrentamientos con sus rivales, la captura de
sus presas y manipulacién de sus alimentos con sus quelas. La ejecucion precisa de estos
comportamientos requiere, o estaria en gran medida beneficiada, por la capacidad del

animal para integrar la informacién binocular.

85



Resultados

Parte 2: Control neuronal de
comportamientos de fijacion y
seguimiento visual de objetos que

S€ Mmueven.



Parte 2: Control neuronal de comportamientos de fijacién y seguimiento visual de objetos

que se mueven.

En esta segunda parte de la tesis emprendimos la busqueda de elementos
neuronales que pudieran estar involucrados en el mecanismo que subyace a los
comportamientos de fijacién y seguimiento visual de objetos que, como se describi6 en la
introduccidn general, realizan muchos animales. Dado que Neohelice granulata tiene en
cada ojo un area de mayor resolucion en el polo lateral (Berén de Astrada et al., 2012), los
comportamientos de fijacién que implican la rotacién y el continuo reposicionamiento de
todo el cuerpo del animal respecto al estimulo, estan dirigidos a mantener el objeto visual
en esa region de mayor resolucion del ojo (Land y Layne, 1995). Un mecanismo que
controle dichos comportamientos deberia incluir elementos sensibles a la direcciéon de
movimiento que funcionen como detectores de desvios de la posicion del objeto con
respecto a la posicién de referencia o fijacién. En los capitulos 3, 4 y 5, mostraremos las
caracteristicas fisiologicas y morfoldgicas de elementos neuronales que parecen cumplir

ese rol.

La denominacién que utilizaremos para las neuronas descriptas en esta parte es

LCDC por su sigla en inglés (Lobula Complex Directional Cells).
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Materiales y métodos

1. Estimulos visuales utilizados y posicionamiento del cangrejo en relacién a

los monitores de estimulacion.

Para evaluar la sensibilidad por la direccién y sentido de movimiento de un objeto
de las LCDC y su respuesta al flujo éptico, utilizamos el estimulo barra (EB) y el estimulo
panoramico (EP) descriptos en la seccién de materiales y métodos generales.

La posicién del cangrejo respecto a los monitores de estimulacién se esquematiza en
vista dorsal en la figura 27. Los primeros registros de neuronas direccionales que
obtuvimos fueron realizados con la disposicion de la figura 27A. En este caso los monitores
(representados por lineas negras) estan posicionados frontolateralmente, del mismo modo
que en los experimentos de binocularidad realizados durante la primera parte de esta tesis.
Luego, cambiamos la posiciéon del cangrejo en el dispositivo experimental de modo que
pudiéramos presentar los estimulos en toda la region ipsilateral al ojo de registro, tanto del
lado anterior como del lado posterior (figura 27B). En ambos casos, en el eje de referencia
azimutal, se fij6 el cero en la posicion correspondiente a la linea media rostral del cangrejo,

definiéndose los valores negativos a la izquierda y positivos a la derecha.
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Figura 27. Esquema en vista dorsal que muestra la posicion del cangrejo en relaciéon a los monitores de

estimulacion en el dispositivo experimental.

2. Estimacion de campos receptivos

Para la descripcion del campo receptivo de estas neuronas se analizaron las
depolarizaciones y la frecuencia instantdnea de PA generadas por la presentacién del
estimulo moviéndose en sentido preferido, y las hiperpolarizaciones generadas por la
presentacion del estimulo moviéndose en sentido nulo. Los campos receptivos azimutales
se obtuvieron ajustando una distribuciéon Gaussiana a los potenciales de membrana
evocados durante la presentacion de los estimulos (Kuffler, 1953; Lennie, 1998). El ajuste
Gaussiano dio estimaciones para los parametros p y o, la media representa el centro del
campo receptivo en el azimut, el desvio estandar se utilizé para estimar el ancho del campo
receptivo. Se consider6 el ancho del campo receptivo como el arco que abarca el 95% de la

actividad de la neurona (media * 2 DE).

3. Indices de comparacion

Para poder comparar distintos aspectos de las respuestas de las LCDC se utilizaron
los siguientes indices:

Para evaluar la persistencia de la respuesta de las LCDC frente a repeticiones del
estimulo barra, se utilizé un indice de persistencia frente a la barra (IPB) que compara la
respuesta (cantidad de PA evocados) obtenida frente al EB presentado por primera vez con

la obtenida para el mismo estimulo luego de 10 repeticiones espaciadas entre si por 10 s.
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(R1: cantidad de PA evocados en el primer ensayo; R10: cantidad de PA evocados en el

décimo ensayo).

R1-R10
R1

IPB=1-—
Este indice puede tomar valores que van entre 0 (si la respuesta en el ensayo 10 es
0, es decir que se redujo hasta desaparecer) y 1 (si la respuesta en el ensayo 10 es igual a la

respuesta en el ensayo 1, es decir que se mantuvo).

Para evaluar el posible rol de las LCDC en el procesamiento del flujo 6ptico
panoramico se utilizaron dos indices. Uno es el indice de persistencia de respuesta frente al
estimulo panoramico (IPP) que evalta la persistencia de la respuesta al EP alo largo de 10 s.
(R (1 s): Cantidad de PA evocados durante el primer segundo de estimulaciéon; R (10 s):

cantidad de PA evocados entre el segundo 10 y el 11 de estimulacién continua)

R(1s)—R(105s)

IPP=1-—
R(15s)

Este indice puede tomar valores entre 0 (si la respuesta a los 10 s ha desaparecido

completamente) y 1 (si la respuesta inicial se sostiene con la misma intensidad a los 10 s).

Por ultimo, para comparar la respuesta de las LCDC evocada frente a un EB con la
evocada por un EP. Este indice, que llamamos de preferencia por objetos (IPO), compara la
respuesta (cantidad de PA) evocada por un EB en un segundo (el de mayor actividad), con la
evocada por un EP en el mismo periodo de tiempo. (R (EB): cantidad de PA evocadosen 1s

por el EB; R (EP): cantidad de PA evocados en 1 s por el EP)

_ R(EB) — R(EP)

IO = R(EB) + R(EP)

Este indice puede tomar valores de entre -1 (cuando la neurona responde al EP pero
no al EB) y 1 (cuando la neurona responde al EB pero no al EP). Valores cercanos a cero

indicarian que las respuestas a ambos estimulos fueron similares.
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Resultados

1. Respuesta diferencial a la direccién y sentido de movimiento de un objeto.

Las que a partir de los resultados de esta tesis hemos denominado LCDC del
cangrejo, son neuronas cuya caracteristica diagnostica es presentar una definida
sensibilidad visual a la direccién y sentido del movimiento de objetos. Se han obtenido
registros de 51 neuronas de 46 cangrejos que mostraban esta caracteristica. En la figura 28
se muestran tres ejemplos de registros de estas neuronas, cada fila incluye registros de la
respuesta de una misma neurona a las distintas direcciones y sentidos de movimiento. En el
eje azimutal, cuando el objeto se mueve en un sentido, responden con una gran
depolarizacién y alta frecuencia de potenciales de accién. En cambio, cuando el objeto se
mueve en el sentido contrario responden con una evidente hiperpolarizacién (figura 28,
primeras dos columnas). Siguiendo una convencidn bien establecida (ej.: Eckert y Bishop,
1978; Schnell etal., 2012), definiremos al sentido de movimiento que genera respuesta
exitatoria en la neurona como su sentido preferido y al que genera respuesta inhibitoria (o
nula) como su sentido nulo. Cuando el objeto se mueve a lo largo del eje vertical las LCDC no
muestran respuesta o, en el caso de aquellas pocas que muestran algo de respuesta, la
misma es comparativamente débil (figura 28, ultimas dos columnas). De hecho, un analisis
de los promedios de respuestas de 15 neuronas LCDC a las que se evalu6 en las cuatro
direcciones de movimiento del objeto, confirma que las mismas presentan una clara
preferencia por movimientos horizontales en un tUnico sentido. Frente al movimiento
vertical, de las 15 neuronas 8 no mostraron respuesta apreciable, 4 mostraron algo de
respuesta direccional aunque siempre de una magnitud mucho menor que al movimiento
horizontal y 3 respondieron con una inhibicién en ambos sentidos. En la figura 29 se
muestra un analisis de los promedios de las respuestas de esas 15 neuronas a las distintas
direcciones y sentidos de movimiento. Como se observa en la figura 294, la frecuencia de
disparo de potenciales de accién s6lo aumenta significativamente frente a un estimulo que
se mueve en el sentido preferido de la direcciéon horizontal. Por otro lado, el potencial de
membrana en promedio (figura 29B) cambia significativamente sé6lo para estimulos que se
mueven en direccion horizontal, con depolarizaciones en el sentido preferido e

hiperpolarizaciones en el sentido nulo.
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Figura 28. Respuestas de neuronas LCDC. A, B, C. Ejemplos representativos de tres neuronas que responden

de manera diferencial a la direccién y sentido de movimiento de un objeto. En la parte de arriba de la figura se

indica la direccidon y sentido de movimiento de la barra. Cuando el objeto se mueve en el eje azimutal (dos

primeras columnas), el sentido preferido de movimiento evoca una gran depolarizacién y una descarga de alta

frecuencia de potenciales de accién (segunda columna en los ejemplos A y C; primera columna en el ejemplo B).

El movimiento del objeto en el sentido contrario (nulo) evoca una marcada hiperpolarizacién y supresion de los

disparos espontaneos, en los casos donde los hay (ejemplo primera columna en el ejemplo A). El movimiento del

objeto en el eje vertical no produce cambios en el potencial de reposo de la célula en la mayoria de los casos.

Cuando los hay son mucho mas sutiles que los evocados por movimientos en el eje azimutal (dltimas dos

columnas).
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Figura 29. Comparaciéon de la intensidad de respuesta frente a distintas direcciones y sentidos de

movimiento. A. Promedio de la cantidad de potenciales de accién evocados por el movimiento del estimulo en

las distintas direcciones y sentidos. La respuesta fue relativizada a la duracién del estimulo. B. Promedio de la

amplitud del cambio en el potencial de membrana evocado en respuesta a estimulos moviéndose en las distintas

direcciones y sentidos. Prefe: sentido preferido; Nulo: sentido nulo; H: direccién horizontal; V: direccién vertical.

ANOVA de un factor: F (342=28,22, p<0,0001. Comparaciones multiples de Tukey: las barras que comparten

letras iguales no son estadisticamente diferentes (n=15).

En la figura 28, se muestran tres ejemplos de LCDC sobre los cuales sefialaremos

caracteristicas que estan presentes en algunas y no en otras neuronas.

1)

2)

3)

Algunas de las LCDC registradas mostraron tener actividad espontanea (figura
28A) mientras que otras fueron completamente silenciosas en ausencia de
estimulos (figura 28B-C).

Como se puede ver en los ejemplos de la figura 28A y C, en muchas de las
neuronas se observé la presencia de pequeios potenciales excitatorios
postsinapticos (PEP) y de potenciales inhibitorios postsinapticos (PIP). En
aquellas neuronas en las que las hiperpolarizaciones frente al estimulo en
sentido nulo resultaron ser mas pronunciadas, se observo claramente una alta
frecuencia de PIP durante el periodo de estimulacion (primera columna de la
figura 28A - recuadro punteado).

En el ejemplo de la figura 28C, se puede observar que el movimiento de la barra
hacia arriba evoca una respuesta excitatoria y el movimiento hacia abajo una
pequeiia inhibicién. Si bien este tipo de respuesta al movimiento vertical de la
barra se observo en algunas otras neuronas (n=4; 26%), siempre la intensidad
de la respuesta fue mucho menor a la evocada por la barra moviéndose en

direccién horizontal (figura 29). La presencia de una sutil respuesta al
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movimiento vertical s6lo en algunas neuronas sugiere que probablemente en
esos casos, al preparar el animal para los registros electrofisioldgicos, el
pedunculo ocular se haya fijado al caparazoén con un pequeio desvio respecto de
su posicién natural, por lo que los movimientos horizontales podrian percibirse
con una componente (mas pequeifia) vertical.

4) Finalmente, como se observa en el ejemplo de la figura 284, en algunas neuronas

los PA se disparaban agrupados en rafagas.

El potencial de reposo promedio de estas neuronas fue de -49,15 + 1,42 mV (n=51).
Los estimulos moviéndose en sentido preferido evocaron una depolarizacion promedio de
6,25+0,48 mV (n=51) que desencadend trenes de potenciales de accion de alta frecuencia
cuyo promedio, medido durante un segundo fue de 30,65+3,28 Hz (n=51). El promedio de la
frecuencia instantanea maxima fue de 123,64+10,8 Hz (n=51). Las hiperpolarizaciones
debidas al estimulo visual moviéndose en sentido nulo mostraron, en algunos casos, ser
muy pronunciadas, siendo su promedio de 6,53 * 0,54 mV (n=51) y llegando en algin caso a

valores de 19,52 mV.

2. Campo receptivo

Ademas de mostrar una respuesta altamente direccional, cada una de estas
neuronas mostro responder al estimulo barra (EB) sélo en una region bien delimitada del
campo visual del animal. Como se explicé en la seccion de métodos, usando la respuesta
evocada por estimulos moviéndose en ambos monitores, ajustamos el potencial de
membrana y la frecuencia instantanea de PA a una distribucion de Gauss y asi estimamos el
centro y el ancho del campo receptivo tanto excitatorio como inhibitorio de cada neurona

registrada.

94



Capitulo 3: Caracterizacién fisiologica de las LCDC

A 0° B 00
-gQo 1*3/ 9p0 -9Q° Qs { 90°
P
180° 1800
20 mV 20 mv
1= I
USRI L WY TN . PLEE \.‘ \,,,\.\.‘I" o 'J' o s A S s
I i -
IJ |
R Tt A i PRI e o s sl
-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 -80 -60 -40 -20 0 200 40 60 80
Posicion Azimutal (°) Posicion Azimutal (°)

Figura 30. Estimacion del campo receptivo de dos neuronas direccionales. Se muestran dos ejemplos (A, B)
en donde se ajustaron las respuestas evocadas por estimulos presentados en ambos monitores a distribuciones
Gaussianas. En rojo se representa el movimiento en sentido horario. En azul se representa el movimiento en
sentido antihorario. Para cada uno de los dos ejemplos se muestra: Arriba: Esquema de como se encuentra
posicionado el animal frente a los monitores. Los registros fueron realizados en el ojo derecho. Inmediatamente
debajo: La primera fila de registros ilustra la respuesta evocada al movimiento en sentido preferido: horario (A)
o antihorario (B), la segunda fila de registros representa la respuesta evocada al movimiento en sentido nulo:
antihorario (A) u horario (B). En ambos casos sdlo se observo respuesta en los registros que se muestran a la
derecha, que fueron los obtenidos con la presentacién del estimulo en el monitor de la derecha (lado ipsilateral o
de registro). Debajo de los registros: Ajustes a distribuciones Gaussianas del potencial de membrana durante la
respuesta excitatoria (curva hacia arriba) y de la respuesta inhibitoria (curva hacia abajo). Estos ajustes resultan
de combinar la respuesta obtenida presentando los estimulos secuencialmente en ambos monitores. La curva
mas clara en las respuestas excitatorias corresponde al ajuste Gaussiano realizado para la frecuencia instantanea
de potenciales de accién evocados por durante la estimulacién. El area gris de estos graficos representa la regién
del campo visual del cangrejo que fue estimulada. Nétese que cuando el estimulo se mueve en sentido
antihorario se invierte la correspondencia entre las posiciones del estimulo y el curso temporal del trazo
electrofisioldgico, por lo que el ajuste para esta direccion se realiz6 invirtiendo el curso temporal del registro de

actividad.
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Los registros electrofisiolégicos de la figura 30 muestran la respuesta de dos
neuronas al movimiento en el eje azimutal en las dos pantallas (ver esquema superior) con
respuesta preferida en sentidos opuestos. Cuando el estimulo comenzé a moverse en
sentido horario (flechas rojas) en el monitor de la derecha, la neurona de la figura 30A se
depolarizé gradualmente y aumento la frecuencia de disparo de PA, en cambio la neurona
de la figura 30B se hiperpolariz6 y disminuyd la frecuencia de disparo de PA. Cuando el
movimiento del estimulo fue en sentido antihorario (flechas azules) en el monitor de la
derecha, la neurona de la figura 30A se hiperpolarizé gradualmente y la neurona de la figura
30B se depolarizé aumentando la frecuencia de disparo de PA. Para estimulos moviéndose
en el monitor de la izquierda no se observaron respuestas (registros de la izquierda en fig.
30A y B). Dado que los trazos electrofisiolégicos mostrados reflejan el curso temporal del
registro, al invertirse el sentido de movimiento del estimulo la parte inicial de los registros
inferiores corresponde a la posicién en el espacio que se estimula durante la parte final de
los registros superiores. En la parte inferior de la figura 30 se muestran los ajustes a
distribuciones Gaussianas para ambas neuronas (ver métodos de este capitulo). Para la
realizacion de estos ajustes las respuestas al movimiento en sentido antihorario se
invirtieron respecto de las obtenidas para el sentido horario de modo de quedar alineadas
con la actividad correspondiente a posiciones equivalentes del estimulo en el espacio. Luego
se combinaron las respuestas a estimulacion en ambos monitores y se ajustaron a una
distribucién Gaussiana.

Se registraron diez LCDC con el cangrejo posicionado de frente a los monitores de
estimulacidn. De las 10, 5 tuvieron preferencia de direccion horaria y las otras 5 antihoraria.
En la figura 31 se muestra el centro y ancho de campo receptivo excitatorio (CRE), de
potenciales de accion (CRPA) e inhibitorio (CRI) estimados para todas ellas. Calcular el
CRPA, permite diferenciar las sefiales que recibe la neurona (sefiales de entrada) que se
corresponden con la depolarizacién de la membrana (CRE), de las sefiales que esta envia (de

salida) que se corresponden con la frecuencia de PA (CRPA).
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es significativamente mas grande que el CRE (t (9)= 3,71; p=0,002). En
violeta las neuronas que tienen sentido preferido horario, en verde las que

tienen sentido preferido antihorario.

Excepto por un caso (neurona 7) en que el centro del campo receptivo estaba

levemente desplazado a la izquierda, todas las neuronas mostraron tener el centro de su

campo receptivo (tanto excitatorio como inhibitorio) claramente orientado hacia la derecha,

es decir ubicado del lado ipsilateral al electrodo de registro (en todos los casos el registro se

realiz6 en el 16bulo 6ptico derecho).

Por otro lado, para 9 de las 10 neuronas, el CRI fue mas ancho que el CRE (figura

31B). El tinico caso en que el CRI tuvo un ancho menor que el CRE fue el de la neurona que

mostro tener el centro de su CRE levemente desplazado hacia la izquierda en la figura 314,

que pareceria ser un caso particular.
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Notablemente, de las 10 neuronas registradas hasta aqui, la mitad tuvieron sentido
preferido antihorario (neuronas 1 a 5 en la figura 31) y la otra mitad tuvieron sentido
preferido horario (neurona 6 a 10 en la figura 31).

Observando la figura 314, vemos que con una tnica excepcion, el centro del campo
receptivo de todas las neuronas se encontraba en el lado ipsilateral al lado de registro (lado
derecho del animal). Por lo tanto, resulta de interés extender el estudio de estas neuronas
explorando en mas detalle su sensibilidad al espacio visual lateral, del lado ipsilateral. Como
se menciond anteriormente, Neohelice presenta una mayor resolucion visual en el polo
lateral del ojo (Berdn de Astrada et al,, 2012) que es, ademas, la zona en que el animal fija
visualmente los objetos. Por ese motivo, los resultados que se muestran de aqui en adelante
surgen de registrar LCDC con el cangrejo posicionado como se esquematizé en la figura 27B,
es decir rotado 90° respecto de la posicion en la que se encontraban en los experimentos
previamente descriptos. Asi, fue posible abarcar con los estimulos direccionales todo el
campo receptivo lateral del animal tanto en la region anterior al polo lateral del ojo como en
la posterior.

En la figura 32 se muestran nuevamente dos ejemplos de ajustes para la estimacién
de los parametros de los CRE, CRPA y CRI, determinados por estimulacién con los monitores

en posicién lateral al animal.
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Figura 32. Estimacion del campo receptivo de dos neuronas direccionales. Se muestran dos ejemplos (A, B)
en donde se ajustaron las respuestas evocadas por estimulos presentados en ambos monitores a distribuciones
Gaussianas. En rojo se representa el movimiento en sentido horario. En azul se representa el movimiento en

sentido antihorario. Para cada uno de los dos ejemplos se muestra: Arriba: Esquema de como se encuentra
posicionado el animal frente a los monitores. El animal se encuentra rotado 90° respecto de la figura 30. Los

registros fueron realizados en el ojo derecho. Inmediatamente debajo: La primera fila de registros ilustra la
respuesta evocada al movimiento en sentido preferido: horario (A) o antihorario (B), la segunda fila de registros
representa la respuesta evocada al movimiento en sentido nulo: antihorario (A) u horario (B). Debajo de los
registros: Ajustes a curvas Gaussianas normalizadas del potencial de membrana durante la respuesta excitatoria
(hacia arriba) y de la respuesta inhibitoria (hacia abajo). Estos ajustes resultan de combinar la respuesta
obtenida presentando los estimulos secuencialmente en ambos monitores. La curva mas clara representa el
CRPA. El area gris de estos graficos representa la region del campo visual del cangrejo que fue estimulada. Otros

detalles como en la figura 31.

Una de las primeras diferencias que notamos al registrar neuronas LCDC
estimulando la region lateral del campo visual del animal es que se encontraron tanto
neuronas que respondian cuando el estimulo se presentaba en un monitor como en el otro.
Es decir, que algunas neuronas tenian el campo receptivo orientado hacia la regién lateral

anterior del campo receptivo del animal y otras hacia la region lateral posterior.
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En cada uno de los ejemplos de la figura 32 se muestran los registros que
corresponden a la respuesta obtenida con la presentacion del estimulo en el monitor que
abarca el campo visual lateral-posterior y el que abarca el campo lateral-anterior del lado
ipsilateral del animal. Los registros de la figura 32A muestran que esa neurona respondid
s6lo cuando el estimulo se movia en el monitor que esta ubicado en una posicién lateral-
posterior. Por otro lado, los registros de la figura 32B muestran que esa neurona respondi6
s6lo cuando el estimulo se movia en el monitor que estd posicionado en la zona lateral-
anterior. Una caracteristica notable del ejemplo de la figura 32B es que cuando el estimulo
se movia en sentido preferido en el monitor anterior evocaba una intensa respuesta
excitatoria y cuando lo hacia en el posterior evocaba una clara respuesta inhibitoria. El
mismo fenémeno, aunque en menor magnitud estuvo presente en otras neuronas. Por
ejemplo, puede observarse también en la neurona mostrada en la parte A de la figura 32, en
donde un componente inhibitorio aparece al comienzo del trazo de respuesta al monitor
anterior en la direccion preferida. La presencia de esta inhibicion como respuesta al
movimiento del estimulo en sentido preferido en una regién del espacio visual que se
corresponde con los bordes del CRE, podria tener la finalidad de acentuar esos bordes,
definiendo con mayor precision los limites del campo receptivo de la direccidn preferida.

Se registraron 41 neuronas en las que se evaluaron sus respuestas a estimulos
presentados en la region visual lateral del animal. Se pudo calcular el campo receptivo para
35 de ellas, que corresponden a las que pudieron ser estimuladas en ambas direcciones, en
ambos monitores y en las que, ademas, se pudo realizar exitosamente el ajuste a una
distribuciéon Gaussiana. En algunos casos no se pudo realizar dicho ajuste para el campo
receptivo inhibitorio, debido a que la amplitud de la hiperpolarizacién no fue lo
suficientemente grande. Pero en la mayoria de los casos se logro realizar un buen ajuste al
potencial de membrana excitatorio e inhibitorio, obteniéndose las correspondientes
estimaciones de centro y ancho de los campos receptivos.

En la figura 33 se representan los CRE, CRPA y CRI para las neuronas registradas
estimulando lateralmente. Las unidades registradas 1 a 11 mostraron tener sentido
preferido antihorario, es decir que son las que respondieron excitatoriamente cuando la
barra se movi6 desde una posicién mas posterior hacia una posicién mas anterior en el
campo visual lateral del animal, e inhibitoriamente cuando la barra se movié desde una
posicion mas anterior hacia una posicion mas posterior. Por otro lado, las unidades
registradas 12 a 35 mostraron tener respuesta excitatoria en sentido horario, es decir
cuando la barra se movia desde una posicién mas anterior hacia una posicién mas posterior

y respuestas inhibitorias cuando se movia en el sentido contrario.
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Figura 33. Centro y ancho del campo receptivo de las neuronas que fueron registradas con estimulos
presentados en el campo visual lateral del cangrejo. Centros y anchos (simbolos y lineas respectivamente)
de los campo receptivos excitatorios (CRE) de potenciales de accién (CRPA) e inhibitorios (CRI) de cada neurona
registrada, representados en el eje visual azimutal del animal. En rojo se representa la respuesta a estimulos que
se mueven en sentido horario y en azul a estimulos que se mueven en sentido antihorario. Los sombreados
grises enmarcan las tres mediciones de las respuestas de una misma neurona. Las unidades registradas 1 a 11
tienen sentido preferido antihorario (movimiento del estimulo desde posterior hacia anterior) y de 12 a 35

sentido preferido horario (movimiento del estimulo desde anterior hacia posterior).

A diferencia de las 10 neuronas que se habian registrado con estimulos presentados
en el frente del animal, algunas de las neuronas registradas con estimulaciéon lateral
mostraron tener un CRI mdas angosto que el CRE. Sin embargo, la mayoria (22 de 35)
mostraron tener un campo receptivo inhibitorio mas ancho que el excitatorio. Algunas
neuronas mostraron incluso tener un CRI estimado que cubre los 360°.

Teniendo en cuenta todas las LCDC registradas hasta aqui vemos, en primer lugar,
una clara asimetria en la cantidad de elementos registrados para cada uno de los sentidos
de movimiento preferidos: en total a lo largo de esta tesis se registraron 51 neuronas (10
en condiciones de estimulacién frontal y 41 en condiciones de estimulacion lateral), de las
cuales 31 tuvieron sentido preferido horario y 20 sentido preferido antihorario.

En la condicidon del animal ubicado de frente a las pantallas, todas las neuronas
registradas (con una unica excepcién) tuvieron su campo receptivo del lado ipsilateral,
siendo el numero de unidades con preferencias de respuestas horaria y antihoraria similar.
Por otro lado, en la condicién del animal posicionado lateralmente a las pantallas,
encontramos neuronas con el centro de su campo receptivo en la parte antero-lateral y
neuronas con su centro de campo receptivo en la parte postero-lateral. Cuando
consideramos la preferencia de sentido de movimiento, encontramos que el niimero de
unidades con preferencia por movimiento horario (desde anterior hacia posterior -
unidades registradas 12 a 35 en la figura 33) supera en una relaciéon de aproximadamente 2
a1l (24 vs 11) a las unidades con preferencia de sentido antihorario (desde posterior hacia
anterior - unidades registradas 1 a 11 en la figura 33). Resulta interesante que, el grupo de
neuronas con sentido preferido horario mostré una distribucién uniforme (11 vs 13) en la
ubicacién de los campos receptivos a uno y otro lado del polo lateral del ojo del animal
(punto correspondiente a los 90° marcado con linea punteada en la figura 33). Por el
contrario, en el grupo de neuronas con sentido preferido antihorario todas (n=11) tuvieron
el centro de su campo receptivo en una posicion por debajo de los 90°, esto es, hacia la parte

anterior del campo visual del animal. Visto de otro modo, en la parte antero-lateral se
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encontrdé un ndimero balanceado de neuronas con preferencia horaria (13) y antihoraria
(11), lo que es plenamente coincidente con los resultados que se obtuvieron en los
experimentos con los monitores de frente al animal, en el que las neuronas respondieron
solamente al monitor de la derecha (es decir en la misma regién antero-lateral del campo
visual) en un nimero balanceado de preferencia horaria (5) y antihoraria (5) (fig. 31). En la
parte postero-lateral, solo se registraron neuronas con preferencia horaria.

En la tabla 1 se resumen estos nimeros junto con los promedios de centro y ancho
de todos los campos receptivos para todas las neuronas registradas. Los esquemas de arriba
de la tabla muestran la posiciéon en la que se posicionaba el cangrejo respecto de los
monitores de estimulacion. Los datos estan separados segin el campo receptivo de la
neurona. El primer esquema y los promedios que se muestran debajo de éste, corresponden
a las neuronas que fueron registradas con el cangrejo de frente, situacién en la que sélo se
registraron neuronas con su campo receptivo en el monitor de la derecha, obteniéndose
registros de neuronas tanto con uno como con otro sentido preferido. El segundo esquema y
los promedios que se muestran debajo de éste, corresponden a neuronas que fueron
registradas con el cangrejo en posicion lateral a los monitores y que respondieron cuando
los estimulos se presentaban en el monitor posicionado antero-lateralmente, en este caso
también se obtuvieron registros de neuronas con sentido preferido horario y antihorario. El
tercer esquema y los promedios que se muestran debajo de éste, corresponden a neuronas
que tenian el centro de su campo receptivo orientado postero-lateralmente. En este tltimo

caso sélo se registraron neuronas con sentido preferido horario.
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Centro (°) | Ancho (°) | Centro (°) | Ancho (°) | Centro (°) | Ancho (°)
H 41,69+11,82 | 38,33+25,79 | 56,83+3,88 56,36+4,14 | 108,86+3,94 | 54,52+3,52
(n=5) (n=5) (n=13) (n=13) (n=11) (n=11)
CRE
AH 34,33+£11,33 43,93+7,32 54,74+5,03 52,73+5,28
(n=5) (n=5) (n=11) (n=11)
H 37,77¥12,41 | 34,03+18,47 65,7049,13 30,09+12,03 | 110,69+4,02 | 34,69+11,77
(n=5) (n=5) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
CRPA
AH 39,64+8,77 15,47+3,33 67,44+5,37 18,89+4,69
(n=5) (n=5) (n=7) (n=7)
AH 32,69+7,32 | 144,29+57,1 | 6581+6,20 | 133,12+43,5
n=5 n=5 n=9 5 (n=9
CRI (n=5) (n=5) (n=9) (n=9)
H 45,14+4,76 | 102,21+20,4 | 58,46+3,16 | 113,82+33,5 | 106,68+4,55 | 88,61+12,77
(n=5) (n=5) (n=12) (n=12) (n=11) (n=11)

Tabla 1. Promedios de los centros y anchos de los campos receptivos estimados para todas las neuronas
registradas. Los esquemas de arriba muestran la posicién del cangrejo en relacién a los monitores de
estimulacion. La linea verde representa el monitor en el que se ubicaba el centro del campo receptivo de las
neuronas registradas. Las flechas roja y azul representan el movimiento del estimulo en sentido horario (H) o
antihorario (AH), respectivamente. Cuando los estimulos se presentan en el monitor localizado antero-
lateralmente (primeros dos esquemas), encontramos neuronas tanto con sentido preferido horaria como
antihoraria. Cuando el estimulo se presenta en el monitor localizado postero-lateralmente (tercer esquema) s6lo
encontramos neuronas con sentido preferido horario. CRE: campo receptivo excitatorio. CRPA: campo receptivo

de potenciales de accién. CRI: campo receptivo inhibitorio. Los valores estan expresados como media + EE.

3. Efecto de las repeticiones del estimulo

Como se describié en la introduccién, en Neohelice la presentacion de un EVP causa
una intensa respuesta de escape que decae rapidamente como consecuencia de la repeticiéon
del estimulo que muestra ser inocuo. Las neuronas LG responden de manera intensa al
mismo estimulo que desencadena la respuesta de escape al EVP (Ber6n de Astrada y
Tomsic, 2002), reflejando estrechamente el nivel de respuesta comportamental, su
reduccion por estimulacion repetida y su recuperacidon espontanea frente a distintos tipos

de entrenamiento (Tomsic et al., 2003). En esta seccidn investigaremos si la modificacidn de
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las respuestas que ocurre en las LG como consecuencia de la estimulacién repetida, ocurre
también en las LCDC.

Para evaluar la persistencia de la respuesta de las LCDC a la estimulacién repetida,
medimos la respuesta de las neuronas a la presentacion de 10 estimulaciones idénticas (EB
en la direccion preferida) separadas cada 10 s. La figura 34 muestra el promedio de las
respuestas obtenidas en 17 LCDC. Para comparar, se muestran también los resultados
obtenidos frente al mismo estimulo y régimen de presentaciones en 13 neuronas LG. Las
respuestas obtenidas de cada neurona fueron normalizadas al primer ensayo para que las
tasas de caida entre neuronas que muestran distinta intensidad de respuesta inicial sean

comparables. Luego, las respuestas normalizadas fueron promediadas.

—a— LCDC
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Figura 34. Las LCDC, a diferencia de las neuronas LG, sostienen su nivel de respuesta a lo largo de los
ensayos. Respuestas neuronales promedio (cantidad de potenciales de accién) de LCDC (n=17) evocadas por la
presentacion de una barra moviéndose en el sentido preferido comparadas con las respuestas de neuronas LG
(n=13) evocadas por la presentacién de una barra moviéndose en uno u otro sentido (en cantidades balanceadas
para el conjunto de neuronas), con repeticiones en el mismo sentido para cada neurona, en direccién horizontal,
en ambos casos con un intervalo de 10 s entre ensayos. Las respuestas de cada neurona fueron normalizadas al

primer ensayo. El grafico muestra medias * EE.

Contrastando con lo que ocurre en las LG, en las LCDC se ve una leve reduccion

inicial de la respuesta entre el primer y segundo ensayo, pero la respuesta luego se sostiene
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sin declinar a lo largo de los siguientes 9 ensayos. Mientras que en las neuronas LG la
respuesta en el ensayo 10 se redujo en un 60 % respecto del valor inicial, en las LCDC esa
disminucién fue mucho menor, en promedio de aproximadamente solo el 15%. Por lo tanto,
el sostenimiento de la respuesta de las LCDC es un caracter diagndstico mas que permite

distinguirlas de las LG.

4. Respuesta a un estimulo panoramico

Como se menciond en la introduccién general de esta tesis, casi todos los sistemas
que se conocen de neuronas direccionales en artrépodos procesan el flujo éptico de
informacién que se genera sobre la retina del animal como consecuencia del
desplazamiento o rotaciéon del propio animal, y no estarian relacionadas con el
procesamiento de la direccién de movimiento de objetos puntuales.

Los comportamientos evocados por un objeto que se mueve, como es el caso de la
respuesta de escape a un estimulo visual de peligro, suelen mostrar una tendencia a
habituarse rapidamente frente a la estimulaciéon repetida. Por el contrario la respuesta
optomotora (RO) generada por la rotacién visual del panorama, es un reflejo que no se
habittia. En Neohelice, 1a RO desencadenada por un patrén de barras panoramico en torno al
animal permanece inalterada a lo largo de 15 ensayos durante 45 minutos de estimulaciéon
(Tomsic, 2016). Sin embargo, cuando se compard la respuesta de neuronas LG a un estimulo
panoramico con la evocada por un estimulo puntual, se encontr6 que claramente los
estimulos panoramicos generaban una respuesta de menor intensidad y que dicha
respuesta se habituaba, indicando que las LG estan mas relacionadas con la deteccion de
objetos que con el analisis de flujo 6ptico (Medan et al., 2007; Tomsic, 2016).

Para evaluar un rol potencial de las LCDC en el procesamiento del flujo 6ptico
registramos la respuesta de 26 neuronas al estimulo panordmico (EP - descripto en
métodos generales). Las mismas neuronas fueron también evaluadas en su respuesta al

estimulo barra (EB).
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Figura 35. Dos ejemplos de la respuesta de LCDC a un estimulo panoramico (EP) y a una barra (EB)
moviéndose en ambos sentidos. A. La neurona sostiene su respuesta al EP hasta el final de la estimulacién (15
s) tanto en sentido preferido, con depolarizacion y alta frecuencia de disparo de potenciales de accién, como en
sentido nulo, con una sostenida hiperpolarizacion. B. La respuesta de esta neurona al EP va decayendo mientras
transcurre el tiempo de estimulacién hasta casi desaparecer. En el sentido preferido, al finalizar la presentacién
del estimulo, la amplitud de la depolarizacion es menor y ya no se disparan potenciales de accién. En el sentido
nulo también disminuye la amplitud de la hiperpolarizacién. En la tltima fila de ambos ejemplos se muestra la

respuesta a una barra que se mueve en ambos sentidos (duracion del EB: 3,36 s).
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Los resultados obtenidos muestran algunas diferencias entre las distintas LCDC
registradas. En la figura 35 se ven dos ejemplos que lo ilustran: el primero de ellos (figura
35A) muestra una LCDC que sostuvo la respuesta al EP durante todo el tiempo de
estimulacidn, siendo practicamente la misma al inicio y al final, en ambos sentidos de
estimulacidn (excitacién o inhibiciéon segun sentido preferido o antipreferido). En esta
neurona el EB evocé una respuesta con mayor frecuencia maxima de disparo de PA que el
EP. Contrariamente, el ejemplo de la figura 35B muestra una disminucién de intensidad de
la respuesta, tanto excitatoria como inhibitoria durante el EP. La frecuencia maxima
alcanzada en la respuesta al sentido preferido de movimiento fue menor para el EB que para
el EP.

Para investigar si era posible distinguir tipos diferentes de LCDC y la posible
participacién de algunos de esos elementos en el procesamiento del flujo Optico,
comparamos la cantidad de PA evocados durante el primer segundo de estimulacién con la
que aun persistia a los 3, 6 y 10 segundos, tomando siempre una ventana temporal de 1 s

para el calculo. Los resultados para las 26 neuronas se muestran en la figura 36.
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Figura 36. Respuesta a un estimulo panoramico de las LCDC a lo largo del tiempo. La respuesta tiende a
reducirse a lo largo del tiempo para la mayoria de las neuronas, aunque algunas sostienen su respuesta hasta el
final. Sin embargo, no se observa un patrén que permita identificar dos o mas grupos claramente diferenciados

(n=26).
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Observando estos datos, detectamos que de las seis neuronas que mas sostuvieron
su respuesta frente a la presentacion del estimulo panoramico, cinco de ellas tenian sentido
preferido horario, es decir que respondieron de manera excitatoria cuando el estimulo
panoramico se desplazaba en sentido antero-posterior (o retrégrado). Esta observacién es
de especial interés a la luz de recientes experimentos comportamentales realizados en el
laboratorio, que se comentaran en la discusién.

Para evaluar si algunas de las neuronas respondian preferencialmente al flujo 6ptico
y otras al movimiento de objetos, se compard la respuesta media evocada por un EP
(cantidad de PA durante el ler segundo de respuesta) con la evocada por un EB (cantidad
de PA durante un intervalo de tiempo de respuesta de 1 s coincidiendo con la estimulacion
del centro del campo receptivo de la neurona). Como puede verse en la figura 37A, no hubo
diferencias significativas en la intensidad de respuesta obtenida para ambos estimulos (t de
student pareado: t (24)=0,26; p=0,79). Sin embargo, como al observar respuestas
individuales se evidenciaban diferencias entre distintas neuronas (figura 35), se calcul6 un
indice de preferencia de objeto (IPO) para determinar cuantas neuronas respondian mas al
EB y cuantas al EP (descripto en métodos de este capitulo). Valores de IPO cercanos a cero
implican que las respuestas a ambos estimulos son similares, valores cercanos a 1 indican
preferencia por el EB mientras que valores cercanos a -1 indican que el estimulo preferido

es EP. En la figura 37B se observa la distribucién de valores de IPO obtenida.
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Figura 37. Comparacion de la respuesta de las LCDC frente a un estimulo panoramico (EP) o a un
estimulo barra (EB). A. Cantidad media de PA evocados por el EP y el EB a lo largo de un segundo de
estimulacion. No se encontraron diferencias significativas (t (24)=0,26; p=0,79). B. Distribucién de valores del
IPO para 26 LCDC, mostrando que la mayoria de las LCDC tienen un indice cercano a cero (el 77% de las
neuronas con IPO entre 0,4, lo que implica que las diferencias en las respuestas son de menos del 43%), por lo

que no puede decirse que haya una marcada preferencia por alguno de los estimulos.
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Luego, nos propusimos evaluar si las neuronas que mostraron una preferencia por
la barra (IPO mas altos) eran aquellas que redujeron su respuesta mas rapidamente frente
al estimulo panoramico). Para eso se calcul6 el indice de persistencia de la respuesta frente
a estimulos panoramicos (IPP, descripto en métodos) y se comparé con el IPO para cada
neurona. La figura 38A muestra que no hubo correlacién entre ambos indices (R= -0,04;
p=0,86).

Por otro lado, evaluamos si las neuronas que mas sostenian su respuesta hasta el
final del EP eran las mismas que mostraban una respuesta mas sostenida a lo largo de 10
ensayos de estimulacion con el EB. Para eso calculamos el indice de persistencia de
respuesta frente a repeticiones del estimulo barra (IPB, descripto en métodos) y se comparé
con el IPP para cada neurona. La figura 38B muestra que tampoco hubo correlacién entre

ambos indices (R=-0,03; p=0,49).
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Figura 38. Prueba de correlaciones entre indices. A. No hay correlacidn significativa entre el indice de
persistencia de respuesta al estimulo panoramico (IPP) con el indice de preferencia de objetos (IPO) R= -0,04;
p=0,86, indicando que las LCDC que redujeron su respuesta mas rapidamente frente a un estimulo panoramico
no son las mismas que respondieron mas a un estimulo barra. B. No hay correlacidn significativa entre el IPP y el
indice de persistencia de respuesta frente a repeticiones del estimulo barra (IPB) R= -0,03; p=0,49. Indicando
que las LCDC que mas sostuvieron su respuesta durante el estimulo panoramico, no son las mismas que las que

mas sostuvieron su respuesta frente a la presentacion repetitiva de una barra.

En funcién de los resultados obtenidos, no podemos decir que las LCDC tengan una
preferencia clara hacia el EB o hacia el EP usados en estos experimentos. Tal falta de
preferencia podria implicar que estas neuronas se encuentren relacionadas tanto con el

procesamiento de la direccién de movimiento de objetos como del panorama.
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Discusion

Los resultados de este capitulo muestran la existencia de elementos neuronales
visuales sensibles a la direcciéon y sentido de movimiento en crustaceos. Las LCDC aqui
descriptas practicamente no son sensibles al movimiento en direccién vertical (figuras 28 y
29), lo cual tiene sentido para un animal como Neohelice, cuya vida transcurre en un
ambiente plano, en el que la mayoria de los movimientos visuales, sean panoramicos
generados por los movimiento del propio individuo, como puntuales mayoritariamente
protagonizados por el movimiento de conespecificos, ocurren en direcciones cercanas a la
horizontal. Las LCDC son altamente sensibles al movimiento en la direcciéon horizontal,
muestran respuestas excitatorias en un sentido (sentido preferido) e inhibitorias en el otro
(sentido nulo). Algunas de las LCDC registradas tuvieron un sentido preferido de
movimiento horario y otras antihorario (figura 28).

Respecto de los campos receptivos, es interesante destacar esta caracteristica de las
LCDC en contraste con lo que se vio durante la primera parte de esta tesis para las neuronas
LG. Al estudiar la respuesta de las LG, vimos que la gran mayoria respondian a estimulos
visuales de movimiento tanto del lado ipsilateral como del lado contralateral (figura 13),
estas neuronas mostraban en general tener un campo receptivo amplio. Ese fue justamente
el atributo de las LG que nos permitié estudiar los procesos de integracion binocular del
modo en que lo hicimos. En contraposicion, las LCDC presentadas en este capitulo
mostraron responder sé6lo en una region restringida del espacio visual (figuras 30 y 32), lo
que indica que tienen un campo receptivo mas acotado. Ademas, los centros de estos
campos receptivos se ubicaban siempre del lado ipsilateral al registro (figuras 31 y 33). Es
decir que no se encontraron neuronas que mostraran tener una respuesta maxima del lado
contralateral. De este modo, el conjunto de LCDC de lado izquierdo y derecho del cerebro
mapean respectivamente los hemi-campos visuales izquierdo y derecho del animal, por lo
que para mapear el campo visual completo es necesaria la informaciéon visual proveniente
de ambos ojos. Contrariamente a lo que sucede con los mecanismos de estereopsis, que
requieren que la informacién provista por ambos ojos se combine en neuronas binoculares
para poder ser computada, los mecanismos de deteccién de desvios podrian funcionar sin la
necesidad de esa combinaciéon. Es decir, usando informacién complementaria (y no
necesariamente combinada) de ambos ojos.

En la figura 39 se muestra una representacién esquemadtica de los campos
receptivos y el sentido preferido de las LCDC registradas con el cangrejo posicionado de

frente a los monitores (figura 39A) y con el cangrejo posicionado lateralmente a los
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monitores (figura 39B). Cada flecha en la figura representa a una neurona y el sentido de la
flecha es su sentido preferido (rojo: horario; azul: antihorario). Las flechas se ubicaron
dentro del cuadrante en el cual se localizaba el centro del campo receptivo de cada neurona.
En la condicién con el cangrejo de frente a los monitores, se registraron la misma cantidad
de elementos con uno y otro sentido preferido y todos los elementos registrados (excepto
uno) tenfan el centro de su campo receptivo desplazado hacia la derecha respecto de la linea
media del animal, o sea en posicién ipsilateral al lado de registro (figura 39A). Cuando el
cangrejo fue estimulado lateralmente (figura 39B), se hallaron el doble de elementos con
sentido preferido horario que antihorario. Ademas, de las neuronas que mostraron tener su
campo receptivo en la regidon postero-lateral, todas tenian direccién preferida en sentido

horario.

90°

/¥ j

180°

Figura 39. Representacion esquematica de las LCDC registradas. Cada flecha representa una LCDC
registrada. Las posiciones de las flechas representan aproximadamente la posicion en el espacio del centro del
CRE de cada LCDC. Las flechas rojas representan neuronas que tuvieron sentido preferido horario y las flechas
azules neuronas que tuvieron sentido preferido antihorario. A. LCDC registradas con el cangrejo posicionado de
frente a los monitores de estimulacién. B. LCDC registradas con el cangrejo posicionado lateralmente a los

monitores de estimulacién.

Los comportamientos de fijacion y seguimiento que realizan los cangrejos pueden
tener distintos propositos. Por un lado los que implican evitacion de un predador o
persecucion de una presa, por otro lado aquellos que implican relaciones sociales como el
enfrentamiento de un macho con otro por defensa del territorio o el comportamiento de

cortejo hacia una hembra.
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Para evitar a sus predadores, los cangrejos fijan su imagen lateralmente que, ademas
de ser para Neohelice 1a zona de mayor resolucion del ojo, es la direccion en la que corren de
forma mas veloz. Cuando un objeto visual se mueve apartandose de la zona lateral, el
cangrejo rota su cuerpo de manera de volver a ubicar la imagen del objeto en la posicion
lateral del ojo (recordemos que los cangrejos no realizan movimiento de fijacién a través de
movimientos de los ojos). Asi, estos animales mantienen fijado a un objeto sobre la regién
de maxima resolucién de su ojo, realizando un continuo ajuste de la orientaciéon de cuerpo
respecto a la posicién del objeto (figura 8 - Land y Layne, 1995). Investigaciones en curso
del laboratorio, muestran que este tipo de mecanismo de fijacién y seguimiento se observa
también en comportamientos, como por ejemplo el de persecucién de presas.

Ademas de los comportamientos que requieren la fijacion del objeto visual en el
polo lateral del ojo, los cangrejos despliegan otros comportamientos guiados visualmente
que pueden requerir la fijacion visual del objeto en el frente del animal. Tomemos el
ejemplo de dos machos que se enfrentan. Cuando un cangrejo se aproxima demasiado hacia
la cueva en la que reside otro cangrejo, los animales se posicionan frontalmente uno
respecto del otro, manteniendo cada uno a su oponente en un punto de fijaciéon justo
delante de él, para poder exhibir sus quelas y, en caso de de ser necesario utilizarlas en la
confrontaciéon. A medida que se desplazan, ambos cangrejos corrigen su orientacién
respecto del otro, de modo de mantenerse siempre enfrentados. Este tipo de
comportamientos, al igual que el de seguimiento de presas, requiere detectar
continuamente los desvios del objeto de un determinado punto. Sin embargo, a diferencia
de lo descripto para los comportamientos de evitacion y de persecucion, en los
comportamientos de confrontacion el punto de fijacion del objeto de interés se encuentra al
frente del animal (Land y Layne, 1995).

El comportamiento de fijaciéon y seguimiento visual lateral, relacionado con la
respuesta de escape, asf como el de fijacidn visual frontal, relacionado con confrontaciones y
cortejo, han sido descriptos en el cangrejo violinista Uca pugilator (Land y Layne, 1995).
Mas aun, los mismos autores proponen un modelo tedrico acerca de como operaria la
deteccion de los desvios que permiten mantener la fijaciéon. Sin embargo, hasta donde
conocemos, no existe ningln estudio experimental de neuronas que puedan funcionar como
elementos de deteccion de desvios que hayan sido vinculadas estrechamente con algin
comportamiento de fijacién en ningin animal. Un mecanismo que controle tales conductas
deberia incluir elementos sensibles a la direccion de movimiento que funcionen como

detectores de desvios con una retroalimentaciéon visual continua de la posicion del objeto

113



Capitulo 3: Caracterizacién fisiologica de las LCDC

visual. Seria esperable que esos elementos orienten su campo receptivo a un lado y otro del
centro de fijacidon y que respondan cuando el objeto se aleja del mismo.

El conjunto de neuronas que registramos y mostramos en este capitulo cumple con
esas caracteristicas, por lo que postulamos que estarian relacionadas con los
comportamientos de fijacién y seguimiento visual del cangrejo. En el esquema de la figura
39B se ve claramente que hay elementos que responden cuando el objeto se aleja del polo
lateral del ojo (90°). Estos estan representados por las flechas rojas en la regién postero-
lateral y por flechas azules en la region antero-lateral. Asi, este sistema de neuronas
funcionaria como un mecanismo detector de desvios, de modo que cuando el objeto se aleja
del punto de fijacion, algunas de estas neuronas responden y de este modo activarian el
circuito que en ultima instancia desencadenaria el comportamiento de rotaciéon para volver
a posicionar el objeto de interés en el area de fijacion, el polo lateral del ojo (90°).

En Neohelice, ha comenzado a estudiarse el comportamiento de captura de presas,
realizando experimentos de campo y de laboratorio que consisten en mover una pequeiia
esfera (o dummy) sujeta de un hilo al ras del suelo. Los cangrejos interpretan a ese estimulo
como una potencial presa y en muchos casos la persiguen hasta atraparla. En videos
obtenidos de estos experimentos, se observa que cuando el animal detecta el movimiento de
la presa, corre detras de ella persiguiéndola de costado, es decir fijando su posicién en el
polo lateral de uno de sus ojos. Una vez que se encuentra cerca de la presa, Neohelice rota
posicionandose de frente a ella para atraparla con sus quelas. Esta ultima fase del
comportamiento de captura sugiere la existencia de un segundo punto de fijacién, que en
este caso se ubicaria en posicion frontal (observaciones preliminares de experimentos
actualmente en curso en el laboratorio, adn no publicados).

Ademas de las neuronas que responden cuando el animal ve un objeto que se aleja
del polo lateral del ojo, también registramos algunas neuronas que tienen su campo
receptivo orientado hacia la regién anterior y que responden cuando el objeto se acerca
hacia el polo lateral del ojo (flechas rojas en la parte superior de las figuras 39A y B). Es
entendible que del otro lado del cerebro, en el I6bulo 6ptico contralateral, existan elementos
especulares a los que registramos, que tengan su campo receptivo orientado antero-
lateralmente y su direccion preferida sea también desde anterior hacia posterior. Esto nos
conduce a proponer la existencia de un segundo sistema de seguimiento visual con su punto
de fijacién situado en posicidon frontal (0°), constituido por elementos que responden
cuando el objeto se aleja de esa posicion hacia la izquierda o hacia la derecha. Este sistema
podria ser utilizado para llevar a cabo aquellos comportamientos que requieren la fijacion

del objeto en la parte frontal del campo visual.
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En resumen, los resultados expuestos en este capitulo nos permiten proponer una
hipétesis, que consiste en la existencia de dos mecanismos independientes de fijaciéon y
seguimiento visual de objetos que funcionarian de modo secuencial durante el
comportamiento de captura de presas en Neohelice granulata:

- El primero, que tiene su punto de fijaciéon en el polo lateral del ojo (90°) estaria
compuesto de elementos neuronales que responden con una alta frecuencia de PA cuando el
objeto se aleja hacia adelante o hacia atras de ese punto de fijacién. En la figura 39B, este
sistema estaria representado por las flechas azules entre 0° y 90° y por las flechas rojas
entre 90° y 180°. Cada vez que el objeto se aleja del polo lateral de uno de los ojos, las
neuronas de este sistema desencadenarian el reposicionamiento del cangrejo respecto del
objeto, para volver a ubicarlo en el punto de fijacién.

- El segundo sistema, entraria en funcionamiento una vez que el cangrejo se
encuentra bastante cerca de su presa, o en las situaciones de confrontacién con otro
cangrejo descriptas mas arriba. Este mecanismo tiene su punto de fijacion justo por delante,
en la linea media del animal (0°) y estaria compuesto en el lado izquierdo y derecho del
cerebro, por elementos neuronales que responden con una alta frecuencia de PA cuando el
objeto se aleja hacia la izquierda o hacia la derecha, respectivamente, de ese punto de
fijacion. En la figura 39AB, este sistema estaria representado por las flechas rojas entre 0° y
90°. Cada vez que el objeto se aleja de la linea media del cangrejo, éste reposiciona su
cuerpo de manera de volver a fijar el objeto frente a sus ojos. Asi, el animal finalmente ataca

a su presa o confronta a su oponente con ambas quelas.

Segun la hipétesis propuesta, la activacion de ambos sistemas conduciria a la
ejecucion de los movimientos de rotaciéon que permiten compensar los desvios detectados,
reubicando al objeto en uno de los dos puntos de fijacién (0° o +90°), de acuerdo al
comportamiento en cuestion. Para que estos sistemas sean efectivos, deben tener una
retroalimentacién continua de la informaciéon visual que reciben. Dado que el animal
permanentemente debe corregir su posicion respecto del estimulo, las neuronas que
comanden dicho comportamiento no deberian reducir su tasa de disparo mientras el
comportamiento de fijacion y seguimiento visual continde. Cuando estimulamos de manera
repetitiva a las LCDC (figura 34), vimos que estas neuronas, practicamente no reducian su
intensidad de respuesta a través de las repeticiones del estimulo. Este resultado también

constituye una evidencia en favor de la hip6tesis propuesta.
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Respecto del procesamiento del flujo éptico, no fue posible establecer una
generalidad en cuanto a la preferencia de las LCDC por un estimulo panordmico o por un
estimulo puntual. Algunas de ellas mostraron respuestas robustas y consistentes tanto a
uno como a otro tipo de estimulo, otras mostraron preferencia por alguno de ambos. Sin
embargo, el hecho de que todas respondan al EB con un campo receptivo acotado y en
distintas posiciones para las distintas unidades registradas, indica que seguramente estan
codificando, ademas de la direccién de movimiento, la posicién del objeto en el espacio
visual. Es posible que dentro del grupo de neuronas direccionales que registramos puedan
existir sub-tipos con distintas propiedades de procesamiento. Para investigarlo sera
necesario realizar experimentos variando distintos parametros de los estimulos visuales,
como el tamafio, la velocidad, la posicién en la que se presentan, etc.

Recientemente se han realizado experimentos comportamientales en Neohelice con
el fin de estudiar su respuesta optomotora. Para eso se utilizaron estimulos panoramicos
del mismo tipo que los que utilizamos en esta tesis. Los resultados de esos experimentos
mostraron que la respuesta optomotora era mas intensa cuando los animales veian el
estimulo con un solo ojo y ademas el estimulo se movia en sentido antero-posterior
respecto de ese ojo. Es decir, cuando el animal veia el estimulo con el ojo derecho, el sentido
de movimiento que evocaba mayores respuestas comportamentales era el sentido horario,
en cambio cuando el ojo que veia era el izquierdo, las respuestas mas intensas se evocaban
con estimulos moviéndose en sentido anti-horario (Barnatan, 2017). Esos resultados,
permitieron proponer la hipétesis de que las neuronas encargadas de procesar la
informacidn visual del flujo 6ptico panoramico en Neohelice, presentarian un tinico sentido
preferido de movimiento en cada lébulo 6ptico (en ambos, el sentido retrégrado). Los
resultados mostrados en este capitulo sugieren que algunas de las LCDC registradas
parecerian procesar la informacion del flujo 6ptico ya que tienen una respuesta que se
sostiene con alta intensidad a lo largo de 15 segundos de estimulacion. Si bien no fue posible
clasificar del conjunto de neuronas cuales participarian de esa funcion, la observacion de
que 5 de las 6 LCDC que mas sostienen su respuesta frente al estimulo panoramico tengan
sentido preferido retrégrado, apoya la hipdtesis propuesta en base a los resultados

comportamentales de Barnatan.
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de las LCDC.

Introduccién

1. Lalébula de Neohelice granulata

Las distintas LCDC que se caracterizaron en esta tesis, mostraron tener grandes
arborizaciones en la lébula, por tal motivo en primer lugar se realizara una breve
descripcion de este neuropilo.

La neuroarquitectura de la l6bula de Neohelice se conoce con bastante detalle. En
este neuropilo, los distintos tipos celulares tienen sus procesos tangenciales en distintas
orientaciones: o bien a lo largo del eje anteroposterior, o bien sobre el eje lateromedial. Por
ese motivo cuando se observa un corte histolégico de la l6bula su apariencia es diferente
segun la orientacion de la seccion. Si la seccidn es transversal se observan cuatro estratos de
procesos tangenciales orientados lateromedialmente. De la periferia al centro, estos
estratos se conocen como las capas lateromediales tangenciales primera a cuarta (LMT1 a 4,
figura 40A y C) (Sztarker etal, 2005). Estas capas estdn separadas por regiones que
contienen arborizaciones de elementos columnares e interneuronas locales, asi como
procesos de las grandes neuronas tangenciales que corren anteroposteriormente. LMT1 y
LMT4 poseen procesos relativamente finos, mientras que LMT2 y LMT3 contienen fibras
tangenciales largas, de didametro ancho que aumentan en grosor hacia el lado medial de la
l6bula. Tinciones intracelulares confirmaron que es en esas dos capas en donde se
extienden los procesos dendriticos de las LG biestratificadas (Medan et al., 2007). Por otro
lado, si se observa un corte de secciéon longitudinal de la l6bula se observan 5 estratos
compuestos por procesos tangenciales orientados anteroposteriormente. De la periferia al
centro se denominan capas tangenciales anteroposteriores (APT1 a 5, figura 40B y D)

(Sztarker et al.,, 2005).
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Figura 40. Neuroarquitectura de la 16bula. Secciones transversal (A) y longitudinal (B) de la 16bula (12 pm)
tefiidas con la técnica de Bodian. C y D son magnificaciones de A y B respectivamente. Las secciones
transversales muestran cuatro estratos (corchetes negros) que incluyen procesos tangenciales lateromediales,
nombrados LMT1 a 4. Los estratos lateromediales estdn separados por niveles intermedios que consisten en
procesos colaterales y tangenciales de elementos columnares y de procesos tangenciales que se extienden
ortogonalmente que se aprecian como bandas grises formadas por los perfiles de axones de diversos tamafios
seccionados transversalmente (corchetes blancos en C). Estos procesos tangenciales se observan en los cortes

longitudinales donde definen 5 estratos anteroposteriores (APT1 a 5). Imagen tomada de Sztarker et al., 2005.
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2. La lobula platey el complejo lobular de Neohelice granulata

La mayoria de las LCDC que pudieron ser caracterizadas morfolégicamente
mostraron una rama que proyectaba directamente hacia la lobula plate. En algunos casos se
observaron arborizaciones en la misma, por tal motivo describiremos brevemente dicho
neuropilo.

La lobula plate ha sido estudiada en detalle en insectos Dipteros (ej.: Hausen, 1982;
Borst y Egelhaaf, 1989; Krapp etal.,, 2001; Borst y Haag, 2002). Su importancia funcional
reside principalmente en el procesamiento de la direccionalidad del flujo 6ptico que se
produce sobre la retina como consecuencia de movimientos egocéntricos. La lobula plate es
un neuropilo de forma alargada y chata en el que se definen 4 capas. Se ha demostrado que
las neuronas que arborizan en cada una de las capas responden al movimiento en una de las
cuatro direcciones cardinales (Buchner et al., 1984).

Dentro de la lobula plate de la mosca se han descripto cerca de 60 tipos de LPTC
(lobula plate tangential cells). Estas son neuronas de campo receptivo amplio que colectan
retinotopicamente informacién de las neuronas columnares y su rol funcional se relaciona
directamente con el control del curso de navegacién durante el desplazamiento del animal.
Cada LPTC se ramifica especificamente en una de las cuatro capas y por lo tanto es sensible
a una direccion de movimiento en particular. Las HS son sensibles al movimiento horizontal
y las VS son sensibles al movimiento vertical (Borst y Haag, 2002).

En crustaceos, histéricamente se pensaba que las neuronas columnares de la médula
s6lo proyectaban hacia la 16bula, pero en las ultimas décadas se describieron conexiones
hacia un pequefio neuropilo, que se plantea homoélogo a la lobula plate de insectos, en varios
grupos de crusticeos malacostracos (Strausfeld, 1998, 2005; Sinakevitch etal., 2003;
Sztarker etal, 2005; Harzsch y Hansson, 2008). Mas recientemente se realizd6 una
descripcién detallada de su neuroarquitectura y su retinotopia en Neohelice granulata
(Bengochea et al,, 2018). En la figura 41 se puede observar su posicion relativa dentro del
pedunculo ocular. La lobula plate de los cangrejos consiste en un pequefio neuropilo
alargado. En el eje dorsoventral se encuentra localizada a la misma altura que la l6bula,
junto al extremo medial anterior de la misma (figura 41a, b y c). El aspecto general del
neuropilo es diferente en uno y otro eje: en el plano lateromedial (figuras 41d y e), muestra
un aspecto bastante uniforme, mientras que en el plano anteroposterior se observa una
simetria bilateral (figura 41f). Cada una de las mitades presenta distintas capas en donde
arborizan neuronas tangenciales, que se pueden observar en las figuras 41e y f (flechas

amarillas). La lobula plate estd conectada con la l6bula a través de un haz de procesos
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columnares delgados (figura 41d y e, puntas de flechas amarillas) y con la médula a través

de otro haz (figura 41f punta de flecha).

Figura 41. Caracteristicas generales de la lobula plate de cangrejos. A. Esquema que representa la vista
anterior de un peduinculo izquierdo de Neohelice granulata en su posiciéon natural. La organizacién de los
neuropilos 6pticos dentro del pedinculo ocular se ve por transparencia (B, C). Para simplificar las descripciones
el ojo se considera en posicién vertical. B. Vista anterior. C. Vista medial. La lobula plate se localiza en una
posicion anterior medial. D. Seccién transversal tefiida con Bodian (12 pm) de la lébula y lobula plate del
cangrejo Hemigrapsus sanguineus. E. Magnificacion de D que muestra en detalle la lobula plate. En esta vista
transversal el neuropilo presenta un aspecto uniforme. Las puntas de flecha sefialan los tractos que conectan con
la 16bula. Seccién longitudinal tefiida con Bodian (12 um) de la lobula plate de Neohelice granulata. En esta vista
anteroposterior la lobula plate muestra una aparente simetria bilateral compuesta por dos mitades y una
estructura central. La punta de flecha sefiala los tractos que conectan con la médula. Las flechas sefialan
ejemplos de neuronas tangenciales que se ven en E y F. La, lamina; Me, médula; Lo, 16bula; LoP: lobula plate; LP,

Protocerebro lateral. Barras de escala: 50 pum en D, F; 25 um en E. Imagen tomada de Bengochea et al., 2018.
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Materiales y métodos

1. Caracterizacion y reconstruccién morfolégica

De las 51 neuronas que fueron registradas e identificadas como neuronas
direccionales cuya fisiologia se describié en el capitulo anterior, se pudieron tefiir 15,
aunque varias de ellas de modo parcial. Como se describi6 en la parte de métodos, una vez
caracterizadas fisiolégicamente, se inyectaron con neurobiotina y luego se revelaron con
streptavidina acoplada a algun fluor6foro. Debido a que la molécula de neurobiotina es
pequefia, algunas veces atraviesa gap junctions, de modo que si dos neuronas estdn
acopladas eléctricamente entre si, al inyectar una de ellas es probable que se co-tifia la
neurona vecina.

Utilizamos el software Neurolucida para realizar las reconstrucciones de la
morfologia neuronal. La reconstruccién utilizando este programa consiste en tomar un
conjunto de imagenes seriadas obtenidas con el microscopio confocal de un preparado e ir
calcando la neurona en cada una de las imagenes, de esta forma se obtiene una
reconstruccidon tridimensional de la o las neuronas tefiidas. Cuando se trataba de un
preparado en el que se marc6 mas de una neurona por co-tincién, algunas veces no era
evidente a qué neurona pertenecia un determinado proceso neuritico. En esos casos, la
observacién de varias tinciones de un mismo tipo de neurona, en conjunto con la
visualizacién de las reconstrucciones tridimensionales nos permitié resolver la morfologia
de los distintos tipos neuronales. Por otro lado, la reconstruccién tridimensional de las
neuronas también permitié determinar las posiciones relativas respecto a los distintos

neuropilos.

Resultados

1. Caracterizacién morfolégica.

Las figuras 42, 43 y 44 muestran a modo de ejemplo tres reconstrucciones de
neuronas LCDC. El andlisis de los distintos preparados en conjunto con la reconstruccion de
estos reveld que la totalidad de las LCDC tefiidas tienen en comun las siguientes

caracteristicas:
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El arbol dendritico se extiende por la capa LMT1 de la l6bula (figura 424, B). En
la figura 42A, se muestra una proyeccion en el eje z de imagenes confocales
obtenidas de un l6bulo 6ptico escaneado en toda su profundidad. Debido a que
la neurona arboriza en la capa mas superficial de la 16bula y a que la superficie
de ese neuropilo es curva tanto en el eje anteroposterior como en el eje
lateromedial, al observar la proyeccién completa parece que la neurona se
extiende sobre casi todas las capas de la 16bula. Sin embargo, en la figura 42B se
muestra un subconjunto de las imagenes confocales proyectadas y se puede
observar con claridad que la neurona arboriza sélo en la capa mas superficial

(LTM1).

El arbol dendritico que arboriza en LTM1 consiste en una neurita primaria que
estd orientada en el eje antero posterior (terminando hacia el extremo anterior)
que da origen a varias neuritas secundarias que corren perpendiculares a ésta y
que por lo tanto estan orientadas en el eje lateromedial dentro de la capa LMT1
de la l6bula. Las neuritas secundarias progresan afindndose hacia el extremo
lateral. Esto se observa con claridad en las vistas dorsales de las figuras 42D y

44D.

La neurita principal desciende por el extremo posterior de la l6bula hacia el
protocerebro lateral. Todas las LCDC que se tifieron mostraron tener marcadas
arborizaciones en una estructura ovoide bien delimitada del protocerebro
lateral que se encuentra ubicada posteriormente, muy superficial y mas cerca
del extremo medial que del lateral (figuras 42, 43 y 44). Esta estructura, que no
se encuentra descripta en Neohelice ni en otros crustaceos, es de especial interés
ya que estaria integrando la informaciéon proveniente de un conjunto de
neuronas direccionales. Por tal motivo el capitulo 5 estard dedicado
especialmente al estudio de la morfologia de este nucleo. Por ahora sélo
mencionaremos que, por su estructura, muy probablemente se trata de un

glomérulo 6ptico que integra informacion sobre la direccion de movimiento.

En la mayoria de las tinciones realizadas se observaron proyecciones que se
dirigian directamente hacia la lobula plate. En algunos casos también se
observaron arborizaciones en la misma (figuras 43 y 44). El hecho de que casi

siempre haya proyecciones hacia la lobula plate aunque no siempre se vean
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arborizaciones, sugiere que algunas veces la marcacién de la neurona pudo
haber sido incompleta. Dado que estas neuronas mostraron tener arborizaciones
dendriticas tanto en la l6bula como en la lobula plate decidimos llamarlas
Neuronas Direccionales del Complejo Lobular o en inglés Lobula Complex

Directional Cell (LCDC).

Todas las LCDC que marcamos parecen ser neuronas locales, es decir que
ninguna mostré proyecciones que desciendan por el protocerebro lateral y que
salgan del 16bulo 6ptico como suele verse en las LG. Aparentemente, estas
neuronas interconectan la 16bula con la lobula plate y el glomérulo ovoide del

protocerebro sin salir del 16bulo éptico.
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Figura 42. Ejemplo representativo de reconstruccion de una LCDC1. A. Proyeccién de una serie de imagenes
confocales de una neurona direccional tefiida con neurobiotina. Debido a que la 16bula tiene una superficie curva
tanto en el eje anteroposterior como en el eje lateromedial, y a que la neurona arboriza en LMT1 (bien
superficial), las arborizaciones parecerian penetrar en el interior de la I6bula. Sin embargo eso se debe al efecto
de proyectar toda la serie de imagenes confocales B. Proyecciéon de un subconjunto de las imagenes confocales
mostradas en A en donde se puede apreciar que las arborizaciones tangenciales estan sdlo en la capa LMT1. C, D
y E. Vista posterior, dorsal y lateral, respectivamente, de la reconstruccion tridimensional en Neurolucida para la

tincién que se muestra en A. Debido a la presencia de dos somas y a la comparacién de varios preparados, se
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pudo determinar que corresponde a la co-tincién de dos neuronas: una LCDC (cyan) y una neurona columnar
que desciende atravesando la l6bula y el protocerebro lateral (rojo). La neurona columnar sélo se muestra en C.
Notar en la LCDC la rama que sale del protocerebro haciendo una curva abrupta y dirigiéndose hacia anterior y
medial, en donde se encuentra la lobula plate (flecha azul). En D se observa la disposicién de la arborizacién de
la I6bula: una neurita principal atraviesa la l6bula por su eje anteroposterior dando origen a neuritas
secundarias que corren, paralelas entre si sobre el eje lateromedial. Lo: lébula, LoP: lobula plate, PcL:
protocerebro lateral. M: medial, L: lateral, A: anterior, P: posterior, D: dorsal, V: ventral. Escala: 100pum. F.
Respuestas electrofisioldgicas registradas de la neurona tefiida y reconstruida frente a una barra moviéndose en

sentido preferido y nulo, respectivamente.

Como se menciono, todas las neuronas tefiidas que se pudieron analizar compartian
las caracteristicas que se detallaron. Sin embargo, también se observaron algunas
diferencias entre distintas LCDC, lo cual nos permitié realizar una clasificacion de las
mismas en al menos dos grupos morfoldgicos:

El primero, que llamaremos LCDC1, se encuentra ejemplificado en las figuras 42 y
43. Las neuronas de este subtipo tienen el soma posicionado justo por encima del
protocerebro lateral, ubicado aproximadamente en el centro del eje lateromedial,
levemente desplazado hacia el extremo lateral. Desde el soma se prolonga una neurita hacia
la parte medial que se bifurca. Una de las ramas hace una curva abrupta hacia la zona
anterior y proyecta hacia la lobula plate (figuras 42D y 43B), en donde algunas veces se
observaron ramificaciones (figura 43B). La otra rama se dirige hacia el glomérulo 6ptico en
donde se ramifica en pequefios procesos que luego salen del glomérulo en direccién dorsal
y vuelven a convergir (anastomosis, flechas verdes en la figura 43), dirigiéndose hacia la
l6bula en donde arborizan como ya se describié previamente. Siempre que se marco este
tipo morfolégico se observo que también se tefifa ademas un elemento columnar con el cual
hacia contacto en LMT1 y que descendia por el protocerebro lateral, dirigiéndose hacia el
nervio dptico. Esta neurona columnar se encuentra representada en rojo en la figura 42C, su
soma se encuentra localizado superficialmente por debajo de la l6bula. La co-tincién de
estos dos elementos en 3 preparados sugiere que probablemente se encuentran acoplados

eléctricamente.
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/( LoP

Figura 43. Reconstruccién de 3 LCDC1 que se
co-tifieron. Se lograron reconstruir al menos
parcialmente 3 neuronas del mismo tipo. En el
10mV mismo preparado se observaron al menos 6 somas
agrupados en la misma posiciéon (no incluidos en
la reconstruccion). A. Vista posterior. Se observa la
ramificacion y la convergencia (o anastomosis) de

las 3 neuronas en el glomérulo 6ptico (flechas

verdes). B. Vista postero medial en donde se

aprecia la curvatura abrupta que conduce a una de
las ramas de estas neuronas hacia la lobula plate.
Lo: 16bula; LoP: lobula plate; PcL: protocerebro lateral. D: dorsal, V: ventral, L: lateral, M: medial. C. Respuestas
electrofisiolégicas registradas de la neurona tefiida y reconstruida frente a una barra moviéndose en sentido
preferido y nulo, respectivamente. En los registros se observan distintos tamafios de PA, probablemente

correspondientes a cada una de las neuronas del mismo tipo co-tefiidas.

El segundo de los subtipos, LCDC2, se encuentra ejemplificado en la figura 44. En
este caso, el soma esta posicionado superficialmente en el extremo medial del protocerebro
lateral, justo por debajo de la lobula plate. La neurita que sale del soma se bifurca casi
inmediatamente dando origen por un lado a unos procesos delgados que van hacia la lobula
plate y por otro a una rama de mayor calibre que luego vuelve a bifurcarse. Una de las
ramas originadas de esta ultima bifurcacidn se dirige posteriormente hacia el glomérulo
Optico en donde se ramifica masivamente (figura 44B). La otra sube hacia el primer estrato

de lalébula en donde arboriza como se describié anteriormente.
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20mV

Figura 44. Ejemplo representativo de reconstruccion de una LCDC2. A. Proyeccién de un taco de imagenes
confocales de una neurona direccional tefiida con neurobiotina. B, C y D. Vista posterior, lateral y dorsal,
respectivamente, de la reconstruccion tridimensional en Neurolucida para la tincién que se muestra en A. El
soma se encuentra posicionado en la parte medial al protocerebro lateral, por debajo de la lobula plate. Lo:
16bula, LoP: lobula plate, PcL: protocerebro lateral D: dorsal, V: ventral, L: lateral, M: medial, A: anterior, P:
posterior. Escala: 100um. E. Respuestas electrofisioldgicas registradas de la neurona tefiida y reconstruida

frente a una barra moviéndose en sentido preferido y nulo, respectivamente.

De los 15 preparados que se lograron tefiir, en 12 se tifieron neuronas que pudieron
ser clasificadas en uno de los dos tipos descriptos. Tres de los preparados mostraron

neuronas que pertenecian al tipo LCDC1 (en uno de los casos, el de la figura 43, se co-
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tifieron varias de este tipo) y 9 al tipo LCDC2. Cuando observamos las respuestas
fisiologicas de cada una de ellas encontramos que los tres preparados en los que se tifieron
neuronas que pertenecian al tipo LCDC1, tenian el campo receptivo fisiolégico orientado
hacia adelante y sentido preferido horario o antihorario. Las nueve neuronas que
pertenecian al tipo LCDC2, tenian el campo receptivo fisioldgico orientado lateralmente
hacia adelante o hacia atras. Dentro de este tipo también se observaron tanto neuronas con
sentido preferido horario como antihorario, sin que la preferencia por cada sentido
estuviese correspondientemente relacionada con la region lateral-posterior y la regién
lateral-anterior, lo que hubiese sugerido fuertemente que el tipo particular de las LCDC2
forman el sistema de deteccién de desvios lateral. Excepto por la orientaciéon del campo
receptivo, no se pudieron detectar otras diferencias en la respuesta fisiolégica que tuvieran
alguna correspondencia con los dos tipos morfologicos descriptos, de modo que no fue

posible establecer que los distintos tipos morfoldgicos tuvieran distintos roles funcionales.

2. Correspondencia entre ubicacion del arbol dendritico y area del campo

receptivo.

En el capitulo 3 se observé que cada una de las LCDC registradas procesaba
individualmente un sector restringido del espacio visual. Ademas, las marcaciones de las
distintas neuronas mostraron una neurita principal que cruzaba anteroposteriormente la
l6bula. Una observacion mas meticulosa de los preparados revela que, en distintas
neuronas, esa neurita principal atraviesa la 16bula en distintas posiciones a lo largo del eje
lateromedial. Estas dos observaciones en conjunto plantean la posibilidad de que exista una
correspondencia entre la posicion de la neurita principal en la l6bula y la ubicacién del
campo receptivo de la LCDC. En otras palabras, buscamos investigar si, como se demostré
previamente para las neuronas MLG1 del cangrejo (Medan etal, 2015), existe una
equivalencia entre las posiciones de los campos receptivos anatémicos y los campos
receptivos funcionales de las LCDC.

La figura 45 muestra tres ejemplos de correspondencia. En la figura 45A se muestra
la posicién en la que se encontraba el cangrejo respecto de los monitores de estimulacion.
En la figura 45B vemos la proyeccién de imagenes confocales de la 16bula de 3 preparados
en los que se marc6 una LCDC. La linea punteada en cada una de las tres imagenes muestra
la posicién de la neurita principal que, aunque debido a la curvatura de la superficie de la
l6bula la neurita pareciera descender, atraviesa la I6bula desde el extremo posterior hasta el

anterior por la capa mas superficial de la I6bula (LTM1).
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Figura 45. La posicion de la neurita principal de las LCDC en el eje lateromedial de la 16bula codifica el
eje azimutal. Ejemplos de tres neuronas que fueron caracterizadas fisiolégicamente y luego tefiidas con
neurobiotina. A. Esquema de la posicidn del cangrejo en el dispositivo de estimulacién. Para los primeros dos
ejemplos los estimulos se presentaron en dos monitores que estaban frente al animal. Para el tercer ejemplo los
estimulos se presentaron en dos monitores que estaban posicionados al costado del animal. B. Proyecciones
sumadas en z de una serie de imagenes confocales para 3 neuronas diferentes tefiidas. En linea punteada se
indica la posicion de la neurita principal que atraviesa la 16bula en el eje anteroposterior. Escala: 100um. C.
Ajustes Gaussianos del CRE de cada una de las neuronas en B, en respuesta a una barra que se mueve en la
direccion preferida de cada neurona. Los paneles grises 1, 2 y 3 refieren a la posicién de presentacién de la barra
indicada en A. En el primer ejemplo, la neurita principal cruza la 16bula lateralmente y el campo receptivo de la
neurona estd orientado frontalmente. En el segundo ejemplo, la neurita principal cruza por el centro de la 16bula
y el campo receptivo estad orientado lateral y anteriormente. En el tercer ejemplo, la neurita principal cruza la

l6bula medialmente y el campo receptivo esta orientado lateral y posteriormente.

La figura 45C muestra la posiciéon del campo receptivo para cada una de las
neuronas tefiidas, los niimeros hacen referencia a los monitores de estimulacion (figura
45A). De izquierda a derecha se observa que la neurona representada en azul tiene su arbol
dendritico posicionado lateralmente y su campo receptivo fisiolégico es frontal (cerca de
0°). La neurona representada en verde, muestra un arbol dendritico cruzando por el medio
de la 16bula y su campo receptivo fisioldgico es lateral (alrededor de 90°). Finalmente, la
neurona representada en magenta muestra arborizaciones dendriticas desplazadas hacia el
lado medial y su campo receptivo fisiologico es lateral-posterior (cerca de 120°). De las 15
LCDC que marcamos, en 10 de ellas la posicidn de la neurita principal y del arbol dendritico

en la l6bula fue clara. En todas ellas, al comparar la localizacién del arbol dendritico con la
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posicion de su campo receptivo fisioldgico, hallamos una correspondencia: las neuronas que
mostraron tener su arbol dendritico hacia el extremo lateral tenian su campo receptivo
orientado hacia el frente del animal (posiciéon que corresponde a los 0° en el eje azimutal),
mientras que aquellas que mostraron un arbol dendritico cubriendo la zona central de la
l6bula 0 atin mas medialmente, tenian su campo receptivo orientado hacia el polo lateral del
ojo (posicion que corresponde a los 90°) o incluso hacia atras de éste.

En estudios previos, se caracterizo la disposicion del mosaico retinotépico desde la
retina hasta la l6bula de Neohelice. Como se detall6 en la introduccion general (figura 5), hay
dos quiasmas en el 16bulo 6ptico, uno entre la lamina y la médula y otro entre la médula y la
l6bula. El primer quiasma, es un entrecruzamiento en sentido lateromedial de las
proyecciones columnares que transcurren entre la ldmina y la médula (sin
entrecruzamiento anteroposterior). El segundo quiasma ocurre entre médula y l6bula y
consiste de un entrecruzamiento de las proyecciones columnares en sentido
anteroposterior (sin entrecruzamiento lateromedial). Por lo tanto, los resultados obtenidos
mostraron ser coincidentes con la retinotopia descripta previamente para Neohelice (Berén
de Astrada et al., 2011; Medan et al,, 2015), permitiéndonos afirmar que las LCDC, ademas
de procesar informacidn de la direccidn y sentido de movimiento de un objeto, forman en la

primer capa de la lI6bula un mapa retinotdépico de la posicion del objeto en el espacio visual.

Discusion

La lobula plate, como se mencion6 anteriormente, ha sido descripta en insectos
dipteros. Su principal funcién conocida es la del procesamiento del flujo éptico del
panorama visual durante la navegacion. Este procesamiento es llevado a cabo a través de
neuronas altamente sensibles a la direccién y sentido de movimiento, las LPTC (ej.: Borst y
Haag, 2002). En crustaceos, por otro lado, se ha encontrado una pequefia estructura que se
asume homologa a la lobula plate (Sztarker et al., 2005; Bengochea et al,, 2018). Algunos
autores sugieren que debido a su pequeio tamafio no es posible que en su retinotopia esté
representado todo el campo visual, como si ocurre en la lobula plate de insectos. Debido a
que hasta el momento no existen registros fisiologicos de las neuronas de este neuropilo, la
interpretacion que propone su homologia con la lobula plate de insectos, es ain motivo de
debate (Thoen et al., 2018).

Los resultados de esta tesis muestran que algunas de las LCDC responden de manera
claramente sostenida al flujo 6ptico panoramico (figura 35), ademas esa respuesta tiene un

aspecto muy similar a la de las LPTC de insectos dipteros frente al mismo tipo de estimulo.
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Por otro lado el estudio de su morfologia revel6 en la mayoria de ellas una conexion con la
lobula plate (figura 43 y 44). Este conjunto de resultados, aporta entonces la primera
evidencia fisiolégica sobre neuronas que: 1) son sensibles a la direcciéon y sentido de
movimiento; 2) responden al flujo éptico panoramico; 3) arborizan en la lobula plate. Estas
son caracteristicas de las LCDC que se comparten con las LPTC de insectos. Dado que
ademas las LCDC arborizan en la lobula plate del cangrejo, los resultados proveen un fuerte
apoyo a la idea de que este neuropilo tiene la misma funcién que en insectos.

Como se menciond en la introduccién de este capitulo, la lobula plate de insectos
dipteros tiene 4 capas, en cada una de las cuales se describieron neuronas tangenciales
(LPTC) que responden a una de las cuatro direcciones cardinales. La lobula plate de
Neohelice tiene, al igual que la de las moscas, 4 capas (Bengochea etal., 2018). Todas las
neuronas teflidas mostraron arborizaciones en la l16bula y una gran proporcién de neuronas
mostré una rama que se dirigia directamente hacia la lobula plate. En algunos casos llegaron
a observarse algunos procesos delgados ramificAndose en este neuropilo, aunque en ningiin
caso fue posible resolver en qué capas de la lobula plate se encontraban las arborizaciones.
Los cangrejos, a diferencia de las moscas, se mueven principalmente en dos dimensiones
caminando sobre el suelo, por lo que los movimientos relevantes para su vida suceden en el
eje azimutal. Probablemente esa serfa la razén de que en Neohelice sélo se hayan
encontrado LCDC con uno u otro sentido preferido en el eje azimutal, lo cual representa 2 de
las 4 direcciones cardinales. En efecto, basandose en evidencias morfoldgicas, Bengochea y
colaboradores (2018) hipotetizaron que de haber una separacion funcional por capas ésta
seria redundante, estando un sentido de movimiento representado en dos capas y el otro

sentido de movimiento en las otras dos capas.

En la langosta de rio (Crayfish) se caracterizé un grupo de 14 neuronas de la médula
con campos receptivos amplios pero bien definidos (Wiersma y Yamaguchi, 1966). Estas
neuronas, llamadas sustaining, mostraban una clara respuesta excitatoria frente a un pulso
de luz. Mediante registros intracelulares seguidos de inyecciones de fluoré6foros, Kirk y
colaboradores demostraron que cada neurona sustaining tenia una arborizacién dendritica
restringida a la porcion de la médula que correspondia a su campo receptivo fisiolégico. Por
lo tanto, concluyeron que la posicion del arbol dendritico combinada con la organizacién
retinotopica de los neuropilos épticos determinaban el campo receptivo visual de cada
sustaining (Kirk et al.,, 1982).

En Neohelice, las MLG1 sensibles al movimiento de objetos, forman un ensamble de

16 elementos tangenciales distribuidos a lo largo del eje lateromedial de la 16bula. Cada
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unidad colecta informacién de una zona bien definida del plano azimutal y el ensamble
completo representa los 360°. También para estas neuronas usando registros y marcaciones
intracelulares se logré establecer la correspondencia entre el campo receptivo fisioldgico de
cada neurona y la localizaciéon anatémica de cada MLG1 en la lI6bula (Medan etal., 2015).
Los resultados obtenidos en ese trabajo por Medan y colaboradores, que incluyen estudios
comportamentales, sugieren fuertemente que el ensamble de MLG1 de Neohelice funciona
como un codificador continuo de la posicién de un objeto que se mueve en el plano
azimutal. Vale sin embargo recordar que estas neuronas no muestran ninguna preferencia
por la direcciéon de movimiento del objeto.

Los resultados de esta tesis, muestran una correspondencia entre la posicion en el
espacio visual del campo receptivo fisiolégico de las LCDC y el area de la 16bula en que éstas
arborizan. A partir de esa correspondencia notamos que las arborizaciones en la 16bula se
posicionaban de acuerdo a la retinotopia del sistema visual de Neohelice (figura 5). Dada
esta correspondencia entre la posicion de los arboles dendriticos en la I6bula y el campo
receptivo fisiolégico de la neurona, podemos entonces decir con certeza que se trata de
neuronas que integran no sélo la informacién de direccién y sentido de movimiento de un
objeto, sino que también codifican su posicidn en el plano azimutal. Otra observacién que se
desprende de los resultados obtenidos es que las LCDC, al igual que las MLG1, forman un
ensamble de neuronas que mapean gran parte del espacio visual. En este caso, no podemos
decir qué cantidad de LCDC mapean el espacio visual de Neohelice en cada l6bula. Debido a
que no se encontraron LCDC que tuvieran su campo receptivo fisiolégico orientado hacia la
zona contralateral (capitulo 3) posiblemente este ensamble de neuronas en cada lébula no
cubre los 360° del espacio visual sino que, en su conjunto, el sistema de las LCDC cubren el
espacio visual del hemi-campo ipsilateral (180°). Cabe mencionar que por ese motivo las
LCDC no muestran, como en el caso de las LG analizadas en la primera parte de esta tesis,
superposicién binocular de sus campos receptivos o, que de haber superposicion, estaria
restringida a una pequefia porcién en la zona medial del campo visual del animal. Por otro
lado, la complementariedad de los campos receptivos de las LCDC de ambas 16bulas provee
al animal la representacion completa del campo visual.

En este capitulo se realiz6 una descripcion de la anatomia de las LCDC que permiti6
distinguir dos tipos morfolégicos. Sin embargo no pudieron hallarse diferencias en la
respuesta fisioldgica de las LCDC que tuvieran correspondencia con los tipos morfolégicos.
Es posible que la diferencia en la posiciéon del soma entre un tipo morfolégico y otro esté
relacionada con la posicion del arbol dendritico en la l6bula. Las LCDC1, que tienen el soma

en posicién mas lateral, mostraron también arborizaciones mas laterales en la I6bula y por
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eso sus campos receptivos estuvieron posicionados mas frontalmente. Por otro lado las
LCDC2, que tienen el soma en posicion medial, mostraron arborizaciones en la l6bula que
cubrian zonas mas centrales o mediales y por lo tanto sus campos receptivos eran laterales

0 posteriores.
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direccional.

Introducciéon

El protocerebro lateral de los insectos dipteros esta compuesto por un sistema de
estructuras discretas que, por su estructura en forma de ovillo, reciben el nombre de
glomérulos 6pticos. En moscas se han encontrado 27 glomérulos dpticos que ocupan una
porcién importante del volumen del protocerebro lateral (Strausfeld y Okamura, 2007). Los
axones de los distintos tipos de neuronas que descienden del complejo lobular se proyectan
hacia glomérulos especificos, es decir que cada glomérulo 6ptico recibe terminales axdnicas
convergentes de un conjunto de neuronas de un mismo tipo. Los glomérulos estan
parcialmente envueltos por procesos de la glia y se suelen ver cubiertos de dendritas y
terminales de interneuronas locales que conectan a los glomérulos por dentro y entre si de
manera analoga a como lo hacen las interneuronas locales de los 16bulos antenales. Como
veremos, tanto a nivel estructural como funcional, el sistema de glomérulos oOpticos es
comparable con el de los glomérulos de los l6bulos antenales (Okamura y Strausfeld, 2007;
Strausfeld et al., 2007; Strausfeld y Okamura, 2007).

Se han identificado fisiol6gicamente en libélulas y abejas neuronas que responden
selectivamente a la orientacién de una barra (0’Carroll, 1993; Yang y Maddess, 1997) en las
cuales el campo receptivo subtiende todo el campo visual monocular. Dado que sus
respuestas son independientes de la posicion del estimulo en el campo visual, se propuso
que esas neuronas sensibles a la orientaciéon probablemente recibian entradas periféricas
de varias neuronas similares con la misma respuesta selectiva a la orientacién (Yang y
Maddess, 1997). Aunque se desconoce la identidad y localizacion de las neuronas
registradas por O’Carroll (1993) y por Yang y Maddess (1997), la organizaciéon de los
16bulos épticos en abejas y libélulas es esencialmente similar a la de Dipteros, de los que se
tiene gran cantidad de informacién anatémica. La convergencia observada en moscas de un
mismo tipo de neuronas retinotdpicas en un glomérulo, sugieren que en tales glomérulos se
codifican las propiedades de los estimulos independientemente de su posicion en el espacio,

es decir que codifican la informaciéon de “qué” en vez de “dénde” (Strausfeld y Okamura,
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2007). Si bien existe una cantidad de informacién morfolégica que avala esta hipdtesis,
concretamente se sabe muy poco sobre cudl es el rol funcional de los glomérulos épticos y
de las neuronas que los integran.

Como unico antecedente en crustaceos, Strausfeld y Nasel, 1980, describieron
morfolégicamente en crayfish la presencia de pequefios neuropilos proximales a la 16bula,
los optic foci, de estructura glomerular, muy probablemente homologas a la de los insectos.
En este capitulo se realizard una descripcion morfolégica de un glomérulo éptico que
encontramos en el protocerebro lateral de Neohelice que estaria integrando la informacion

codificada en las LCDC descriptas en los dos capitulos anteriores.

Materiales y métodos

1. Reconstruccion de la forma y posicion del glomérulo 6ptico direccional.

Partiendo de los preparados que se utilizaron para las reconstrucciones de LCDC
que se mostraron en el capitulo 4, usamos el software Neurolucida para reconstruir
tridimensionalmente la superficie del glomérulo 6ptico direccional. Sobre la misma imagen
se marcd la posicion por la que la o las LCDC tefiidas en ese preparado entraban o salian del
glomérulo. Para determinar la posicion relativa a otros neuropilos también se reconstruy6

la superficie de la 16bula.
2. Anadlisis de preparados histolégicos

Para analizar la estructura del glomérulo dptico se utilizaron preparados tratados
con las técnicas de Bodian y Golgi realizados previamente por la Dra Sztarker. La técnica de
Bodian (1937) tifie los microtibulos permitiendo evidenciar la estructura de las células,
éste es un método de tincion masiva con el cual se tiflen todas las neuronas
indiscriminadamente permitiendo visualizar la neuroarquitectura general pero no detalles
de la morfologia de células tnicas. Por otro lado, la técnica de Golgi tifie al azar un ndmero
limitado de células pero en su totalidad, eso permite visualizar los detalles morfolégicos de
las neuronas que se tifieron. Utilizando algunos de los preparados impregnados con la
técnica de Golgi, se realizaron reconstrucciones de las neuronas tefiidas dentro del

glomérulo usando una camara lticida para dibujarlas.
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Resultados

Todas las LCDC tefiidas mostraron arborizar en una estructura discreta, glomerular,
localizada en el protocerebro lateral. Resulta interesante esta estructura porque alli
convergen una cantidad de neuronas que, ademas de ser del mismo tipo morfolégico,
codifican el mismo tipo de informacién, la de direccion de movimiento. Esta estructura
glomerular, estaria entonces integrando la informacién de todas estas neuronas, es decir la
informacién de direccién y sentido de movimiento en distintos puntos del espacio visual.
Por tales motivos decidimos llamar a esta estructura Glomérulo Optico Direccional (DOG,
por su sigla en inglés Directional Optic Glomerulus).

El DOG se encuentra ubicado en la regién mas distal del protocerebro lateral,
proximo a la lébula, en la superficie posterior. Tiene un tamafio de aproximadamente 50 x
50 x 100 um (en los ejes dorsoventral, anteroposterior y lateromedial, respectivamente).
Las flechas en la figura 46 muestran su posicién en un preparado tefiido por técnica de

Bodian (figura 464, C) y otro tefiido por técnica de Golgi (figura 46B, C).
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Figura 46. Posicion del glomérulo optico

direccional en el lobulo o6ptico. A.B. Corte
sagital del l6bulo éptico de Neohélice granulata
tefiido por el método de Bodian, en secciones de
aproximadamente 12 pm (A) y por el método de
Golgi, en secciones de aproximadamente 40 pm
(B). Se observa en ambos casos que el DOG se
localiza en la parte dorsal del protocerebro
lateral, préximo a la 16bula, superficialmente en la
cara posterior del protocerebro lateral (puntas de
flecha, 6valo punteado rojo). C.D. Mayor aumento
de los mismos preparados. En el preparado
tefiido con la técnica de Golgi (D) se marcaron
procesos de algunas neuronas. Me, médula; Lo,
l6bula; PL, protocerebro lateral; D, dorsal; V,

ventral; P, posterior; A, anterior. Escala: 100pm.

En el capitulo anterior, se clasific6 a las LCDC en dos tipos. Analizdndolos con
respecto a su comunicacion al DOG, vimos que las LCDC1 se conectan con el glomérulo por
dos regiones, desde la parte dorsal, comunicandolo con la 16bula y también desde la regién
mas lateral de la l16bula donde se encuentran los somas (figura 47A). Cuando las neuronas
ingresan al DOG se ramifican y esos procesos luego parecen volver a unirse formando
dentro del glomérulo una estructura tipo anastomosis. La figura 47B fue obtenida de la
reconstrucciéon de las superficies de la l6bula (violeta) y del DOG (azul) del mismo
preparado que una de las reconstrucciones mostradas en el capitulo 4 donde varias LCDC1
fueron co-tefiidas (figura 47A), en magenta estan representadas las proyecciones de las
LCDC1 marcadas en la tincién que comunican a las neuronas con el DOG. Las figuras 47Cy D

muestran un corte histolégico en donde se observa el glomérulo en la misma orientacion.
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Como se puede ver, la forma en el plano anteroposterior es circular, ademas en el corte se
observan las proyecciones que lo comunican por el extremo anterior con las LCDC1. Las
puntas de flecha en la figura 47D indican lo que probablemente son esos mismos tractos en

un preparado realizado con la técnica de tincién masiva de Bodian.

A B

Figura 47. Tractos de neuronas LCDC tipo 1 que conectan con el glomérulo 6ptico direccional. A.
Reconstruccién de un conjunto de LCDC1 co-tefiidas. B. Reconstruccién de la superficie de la 16bula (violeta) y
del DOG (azul) realizada a partir del mismo preparado que A. En magenta se ven las proyecciones que
comunican con el DOG. C. Tincién de Bodian en donde se ven probablemente las mismas proyecciones de B
conectando con el DOG. Secciéon sagital de aproximadamente 12pum de espesor. Escala: 100pum. D. Detalle en
mayor aumento de los tractos neuronales que comunican con el DOG, las flechas sefialan las proyecciones de las

LCDC1. Escala: 50um. D, dorsal; V, ventral; P, posterior; A, anterior.
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Por otro lado, las LCDC2 se conectan con el DOG desde la parte medial del
protocerebro lateral. Como se observa en la figura 484, el soma de este subtipo de neuronas
estd ubicado inmediatamente por debajo de la lobula plate, desde alli se proyecta una
neurita hacia la zona posterior, llegando al DOG desde la parte medial del mismo. En la
figura 48B se ve una reconstruccion de la superficie de la l6bula (violeta) y del DOG (azul)
con una proyeccién de la LCDC2 que fue reconstruida en la figura 48A (verde). Esas mismas
proyecciones se marcaron también en un preparado tefiido con la técnica de Bodian (figura

48C, D - punta de flecha verde).

A

Lo

D = DOG

Figura 48. Tractos de neuronas LCDC tipo 2 que entran o salen del glomérulo dptico direccional. A.
Reconstruccién de una LCDC2 tefiida. B. Reconstruccidn de la superficie de la 16bula (violeta) y del DOG (azul)
realizada a partir del mismo preparado que la reconstrucciéon de A. En verde se ve la proyeccidon entrando o
saliendo del DOG. C. Corte longitudinal de aproximadamente 12 um de un preparado tratado con tincién de
Bodian en donde se ven proyecciones similares a las de B entrando o saliendo del DOG. El DOG se indica con un
6valo de linea punteada roja. D. Detalle fotografiado con mayor aumento, la flecha sefiala las proyecciones de las

LCDC2. Escalas: 50um. D, dorsal; V, ventral; L, lateral; M, medial.
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Ademas de las reconstrucciones que nos permitieron estudiar la forma vy
posicionamiento del DOG, se observaron preparados impregnados con la técnica de Golgi en
los que se encontraron marcados algunos procesos dentro del mismo. Algunos de éstos
podrian pertenecer a LCDC y otros a interneuronas que reciban la informaciéon direccional
de las mismas. Para poder analizar las especializaciones de esas terminales, usando una
camara ldcida se dibujaron y reconstruyeron mientras eran observadas con el microscopio.
En la figura 49 se muestran los resultados obtenidos para uno de los preparados: A es una
foto del preparado, B, C y D son dibujos que corresponden a los procesos de neuronas
recuadrados en A. Las terminales reconstruidas en B, por ejemplo, muestran una gran
cantidad de varicosidades con estructura globular o de “ampollas” que han sido descriptas
frecuentemente como terminales presindpticas de invertebrados (Strausfeld y Bassemir,
1983). Eso indicaria que dichas neuronas estan llevando informacién hacia el glomérulo,
probablemente siendo procesos derivados de las LCDC. Si la informacién que llega de varias
neuronas direccionales se integra en el glomérulo, deberiamos encontrar otras neuronas
que estén recibiendo esa informacion. Las terminales neuronales de la figura 49D se van
afinando progresivamente, correspondiéndose con la morfologia caracteristica de los

procesos postsinapticos.
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Figura 49. Detalle de neuronas que arborizan en el glomérulo 6ptico direccional. A. Foto de un preparado
obtenido mediante la técnica de Golgi en donde se observa el glomérulo 6ptico direccional y a partir del cual se
obtuvieron las reconstrucciones que se muestran en B, C y D. Las reconstrucciones de B y C muestran
especializaciones globulares que se corresponden con una morfologia presinaptica (flechas rojas y azules)
mientras que en la reconstruccion de D los procesos se van afinando progresivamente, lo cual es caracteristico

de especializaciones postsinapticas. Escala: 50pm

Discusion

En este capitulo se describié una estructura bien definida del protocerebro lateral
en la que convergen un cierto nimero de neuronas que codifican la informacién de la
direccion de movimiento. Esta estructura mostré ser similar a los glomérulos Opticos
descriptos en insectos.

En moscas se registrd electrofisiolégicamente un conjunto de neuronas de un
mismo tipo que convergian en un mismo glomérulo 6ptico (Strausfeld et al., 2007). Cuando
se evalud la respuesta de esas neuronas a la orientacién de una barra no se encontraron
respuestas evidentes, las neuronas mostraron ser silenciosas y, si bien mostraban pequeios
cambios en el potencial de membrana, en ningin caso se evocaban potenciales de accion.

Luego se registraron las interneuronas locales que formaban parte del glomérulo éptico y lo
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conectaban con otros centros en el cerebro y en el ganglio tordxico y se encontré que esas
neuronas respondian claramente a la orientacion de la barra. En base a esos resultados los
autores concluyen que en el glomérulo éptico se produce una integracién de las pequefias
sefales evocadas por la orientacién de la barra en cada una de las neuronas que convergen
alli (que en este caso eran pequefias neuronas columnares de la 16bula). Es decir que si bien
cada una de las neuronas que individualmente llegan al glomérulo, no transmite
informacién por si sola, la sefial que sale del glomérulo codifica la informacién de la
orientacion de la barra, en ese sentido seria informaciéon que emerge de la combinacién de
senales dentro del glomérulo (Strausfeld etal, 2007). Para el DOG descripto en este
capitulo, debido a la variedad en el tipo de procesos neuriticos hallados en él (ver por
ejemplo la figura 49), no sabemos si las LCDC aportan informaciéon de direcciéon al DOG o la
extraen de él. Sin embargo, esto ultimo pareceria improbable, dado el gran arbol dendritico
que estas neuronas extienden por la l6bula y la correspondencia de su posicién con el
campo receptivo fisiolégico de la neurona (capitulo 4). De acuerdo con las respuestas
electrofisioldgicas, la informacién de posicion y direccién de movimiento ya esta claramente
codificada en las LCDC que convergen en el DOG, por lo que es posible que la combinacién
de esas sefiales de como resultado nueva informacién, por ejemplo sobre el desvio de
objetos con respecto a un punto de fijacién.

La organizacion glomerular en el cerebro de los insectos tradicionalmente se
asocia con los lébulos antenales, que son los neuropilos de primer orden de la via olfativa
del insecto. La observaciéon de que las neuronas que salen de los primeros neuropilos
opticos se dirigen hacia un sistema comparable de neuropilos discretos, condujo a proponer
que el sistema visual y el sistema olfativo tenian un plan de organizacién comtn en el que
convergen los canales de informacidn en estructuras glomerulares discretas (Strausfeld y
Okamura, 2007). En el sistema olfatorio, células idénticas entre si que tienen receptores
para una determinada clase de moléculas odorantes, envian sus axones a un glomérulo
especifico en el 16bulo antenal. En los I6bulos dpticos también se observa, aunque hasta el
momento sélo a nivel morfolégico, una convergencia de canales iguales entre si a un nico
glomérulo. La similitud entre los glomérulos olfativos y 6pticos se ve reforzada por la
organizacion de interneuronas locales en ambos sistemas glomerulares (Strausfeld et al,,
2007). La gran similitud en la estructura de ambos sistemas nos conduce inevitablemente a
preguntarnos sobre el origen evolutivo de los glomérulos. Un estudio realizado en
Drosophila, mostré que cuando el receptor Notch estd inactivo durante la segunda etapa
larvaria, se interrumpe el desarrollo del ojo compuesto para dar lugar a una antena

rudimentaria (Kumar y Moses, 2001). Ese resultado junto con las similitudes tanto
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morfolégicas como funcionales entre glomérulos dpticos y olfatorios sugiere fuertemente

un origen comun para ambos sistemas sensoriales.
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A lo largo de esta parte de la tesis, revelamos la existencia de neuronas visuales
sensibles a la direccion y sentido de movimiento en crustaceos, las LCDC. Estas neuronas
fueron caracterizadas fisiolégica y morfolégicamente, lo cual nos permitié proponer que
podrian estar involucradas en el control de comportamientos de fijacién y seguimiento
visual. Muchas de las caracteristicas observadas a lo largo de estos tres capitulos, sugieren
que, probablemente, dentro del grupo de neuronas estudiadas, puedan distinguirse en el
futuro, mediante nuevos experimentos, distintos sub-tipos neuronales dedicados al control
de diferentes estrategias comportamentales.

Las LCDC, al igual que las LG (neuronas gigantes de la lobula) descriptas
anteriormente, tienen un amplio arbol dendritico que cubre gran parte de la lébula y
muestran una robusta respuesta frente al movimiento de objetos. Sin embargo, este
novedoso grupo de neuronas mostro ciertas caracteristicas que permiten definirlas como

un grupo diferente al de las LG. Esas caracteristicas se enumeran a continuacién:

1) Las LCDC, mostraron una respuesta altamente selectiva a la direccion y sentido
de movimiento. Esta caracteristica no se hallaba presente en ninguno de los sub-
tipos de LG. Solo en el caso de las MLG1 se habia observado un cierto grado de
preferencia por movimientos en direccion horizontal en comparacién con
movimientos en direccion vertical (Medan et al., 2015), pero no habia una clara
preferencia respecto del sentido de movimiento.

2) Sus amplias arborizaciones se extienden por la capa mas superficial de la 16bula
(LMT1). Ninguna de las LG descriptas anteriormente mostraron arborizaciones
en esa capa.

3) Persistencia de la respuesta frente a repeticiones del estimulo. Como se
describi6 en la introduccidon general, las neuronas LG muestran una marcada
reduccion en la intensidad de la respuesta como consecuencia de la repeticion
de un estimulo visual de movimiento. Ademas, la respuesta fisioldgica cae a lo
largo de las repeticiones con la misma dindmica que lo hacer la respuesta de
escape evocada por el mismo estimulo. Contrariamente, en las LCDC
practicamente no disminuye la intensidad de respuesta como consecuencia de
las repeticiones de un estimulo. Como se discuti6 en el capitulo 3, esta
caracteristica esta posiblemente relacionada con el rol que desempefian estas
neuronas.

4) Algunas de las LCDC registradas mostraron una intensa respuesta a estimulos de

flujo Optico panoramico que se mantenia durante al menos 15 s. En
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contraposicion, todas las LG responden mas intensamente a estimulos de objetos
en movimiento que a estimulos panoramicos (Medan etal., 2007). Esta
caracteristica de algunas de las LCDC registradas sugiere que podrian estar
involucradas en el control del curso de navegacion al igual que las LPTC de
insectos dipteros.

5) Mientras que 3 de los 4 tipos de neuronas LG descriptas previamente son
sensibles a la estimulacién mecanica, es decir que aumentan su frecuencia de
disparo frente a estimulos tactiles en las patas del cangrejo, las LCDC descriptas
en esta tesis no mostraron ningun tipo de respuesta frente a ese tipo de
estimulos.

6) Las LCDC son neuronas locales. En todas las tinciones obtenidas y analizadas se
observd que estas neuronas no salian del 16bulo éptico. Al parecer estarian
interconectando la l6bula con la lobula plate, mostrando también una clara
conectividad con el DOG. Contrariamente todas las LG muestran un axén que
desciende por el protocerebro lateral, abandonando el 16bulo 6ptico a través del

nervio 6ptico.

Respecto de esta ultima caracteristica de las LCDC, cabe preguntarse como seria
posible que participen entonces en el control de comportamientos de fijacién y seguimiento
de objetos que se mueven (o cualquier otro comportamiento), si no se proyectan mas alla
del 16bulo 6ptico. En primer lugar, vimos que el conjunto de neuronas forma un ensamble
que codifica no solo la direccién y sentido de movimiento de un objeto sino también su
posicion en el espacio visual (capitulo 3). Como vimos en el capitulo 5, al parecer la
informaciéon de todo el ensamble se integraria en el DOG. En este glomérulo se hallaron
procesos neuronales tanto dendriticos como axdnicos, por lo que podria ser que la
informacién que alli converge sea combinada y tomada por otras neuronas que desciendan
por el nervio Optico hacia los centros de integracion motora, incluyendo al sistema
locomotor para que el animal realice la compensacion del desvio del objeto de su punto de
fijacion. En segundo lugar, en dos preparados en los que se marcé una LCDC de tipo 1,
también se marcé una segunda neurona columnar que hacia contacto con ella en LMT1 y
descendia atravesando la lébula y el protocerebro lateral en direccion al nervio éptico. El
hecho de que ese tipo de neurona columnar se haya tefiido en dos preparados, siguiere que
probablemente esta acoplada eléctricamente con las LCDC, por lo que también podrian ser
este tipo de neuronas las que envien informaciéon descendente hacia los centros neurales de

control motor.
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En el capitulo 3, propusimos la hipétesis de que las LCDC estarian funcionando como
neuronas que detectan los desvios de un objeto de una zona particular de la retina. Se han
descripto en otros animales neuronas detectoras de desvios, aunque en general se trata de
neuronas que parecen estar mas relacionadas con el control de la navegaciéon que con
comportamientos de fijacién y seguimiento de objetos puntuales. A continuacién se
comenta un ejemplo de esos hallazgos.

Las langostas (Locusta migratoria), son insectos migratorios que recorren con su
vuelo largas distancias. Si bien el vuelo de la langosta consiste basicamente en movimientos
ritmicos de las alas, durante sus travesias se encuentran expuestas a factores ambientales,
como por ejemplo el viento, que pueden desviarlas de su curso. La correccion de tales
desvios se lleva a cabo mediante sistemas sensoriales que permiten detectar las sefiales de
error. Estas sefales son captadas a través de los ojos compuestos, los ocelos, los pelos
sensibles al viento sobre la cabeza y las antenas. La informacién se transmite desde esos
organos sensoriales hacia centros motores que controlan los movimientos de la cabeza, las
alas, las patas y el abdomen a través de una poblacién de neuronas detectoras de desvios
(DDNs).

Se han identificado morfolégicamente cinco tipos de DDN en la langosta y se han
descripto detalladamente. Una de ellas, la TCG, detecta las desviaciones del curso mediante
cambios en el flujo de aire sobre la cabeza (Bacon y Tyrer, 1978). Las otras cuatro integran
informaciéon multimodal para detectar los desvios: PI(2)5 recibe informacién visual de un
ojo compuesto y se inhibe con viento que viene desde el frente (Hensler, 1988); DNI, DNC y
DNM reciben informacién visual de los ojos compuestos y del ocelo ipsilateral, contralateral
y medio, respectivamente y muestran una respuesta excitatoria frente al viento frontal
(Rowell y Reichert, 1986).

Las DDN no responden a objetos pequeiios, pero si responden al movimiento del
panorama diferencialmente de acuerdo a la direcciéon. A través de los ocelos también
responden a la inclinaciéon y al giro artificial del horizonte visual. Una caracteristica
interesante de estas neuronas es que cada uno de los tipos codifica un atributo especifico de
desviacion del curso. Por ejemplo, las DNI responden a la rotacidn sobre el eje longitudinal
del animal, s6lo si el giro es en sentido horario y ademas esa direccién aleja al animal de su
alineacidn con el horizonte natural en su posicién de vuelo. Esa neurona no responde si el
giro es en sentido antihorario, pero tampoco lo hace en sentido horario si esa direccion
acerca al animal a su alineacién con el horizonte natural (Reichert y Rowell, 1986). Por lo
tanto, se ha propuesto que las DNI no son simples detectoras de movimiento, sino que se

comportan como un detector de desvios programado para detectar las consecuencias
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sensoriales especificas de estimulos que ocurren naturalmente durante el patrén de vuelo.
Reichert y Rowell también encontraron que las DDN son presinapticas a las interneuronas
toracicas (TIN), las cuales proyectan directamente a interneuronas especificas que modulan
el vuelo.

Las DDN, por lo tanto, comparten ciertas caracteristicas con las LCDC descriptas en
la segunda parte de esta tesis. Si bien se trata de neuronas que claramente estan
relacionadas con el control de navegacién y no con la fijacién de objetos, las DDN muestran,
al igual que las LCDC, un sentido preferido de movimiento que ademas esta condicionado
por la posicion relativa del animal respecto de un estimulo externo que, en el caso de las
langostas, es la posicidn del horizonte natural, y en el caso de los cangrejos es la posiciéon
retinal de un objeto en el plano azimutal.

En resumen, la ejecuciéon de muchos comportamientos esenciales para la vida de los
animales, como la navegacion, la captura de presas, la evitacién de predadores, el cortejo,
etc., algunos de los cuales fueron descriptos en la introduccion general de esta tesis,
requiere de la percepcion de la direccion y sentido de movimiento, del animal con respecto
a su entorno, o de un estimulo externo respecto al animal. Como se describi6 en los parrafos
precedentes, distintos sistemas sensoriales pueden contribuir a la percepciéon de tales
movimientos. Incluso, algunos sistemas de deteccién de desvios como el descripto para las
DDN de langostas integran la informacién de mas de un sistema sensorial.

Los resultados expuestos en esta parte de la tesis, permiten proponer la existencia
de dos sistemas de neuronas detectoras de desvios de objetos con puntos de fijacion
diferentes, uno al frente del cangrejo y el otro en posicidn lateral. Cada uno de los sistemas
estarfa dedicado a la ejecucion de distintos comportamientos. Ambos sistemas estan
integrados por neuronas que son sensibles a un sentido del movimiento en una regién
particular de la retina, y al sentido opuesto en otra regién, es decir, que combinan la
informacién del sentido de movimiento del objeto con informacién de la ubicacién espacial
del mismo respecto del animal. Esta combinacidn, es lo que permite detectar si la imagen
del objeto en cuestidn se aleja de un punto particular de la retina en el que el animal intenta
mantenerla.

Para poner a prueba la hipo6tesis propuesta a partir de los resultados obtenidos en
esta tesis, sera necesario realizar experimentos comportamentales, en el laboratorio y en el
campo, que permitan estudiar en detalle los comportamientos que requieren la fijaciéon de
un objeto en una zona particular de la retina, como es el caso de los de captura de presas o
de los que estan relacionados con la evitaciéon de predadores, tal como sugieren algunas

observaciones preliminares. En ese sentido y para tal fin, ademas de los experimentos que
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se estan realizando en el laboratorio con pequefios objetos que se mueven al ras del suelo
emulando presas y filmando las respuestas de persecucion de esos objetos que ejecutan los
cangrejos, se esta trabajando en la puesta a punto de un dispositivo que permitira registrar
de manera muy precisa la trayectoria de movimiento de un cangrejo frente a distintos
estimulos visuales. La realizacidon de experimentos utilizando ese dispositivo, nos permitira
establecer mayores correspondencias entre la respuesta comportamental de correccion de

desvios por parte del animal y la actividad de las LCDC aqui descriptas.
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