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Biomecanica y circuitos neuronales de control motor en el canto de aves oscinas

Resumen

Las aves canoras son un modelo animal por excelencia para el estudio del aprendizaje y la produccién
vocal. Estas aves aprenden sus vocalizaciones a partir de la imitacién de un tutor y poseen estructuras
en el cerebro - denominadas nticleos neuronales - que presentan funciones relacionadas con el apren-
dizaje, produccién, mantenimiento y percepcion del canto propio (el “sistema neuronal del canto”).
El ntdcleo neuronal cortical HVC presenta un rol sensorimotor, integrando la via motora del canto y
recibiendo informacién auditiva altamente procesada. Mdas adn, se ha mostrado previamente que la
respuesta de las neuronas de HVC a la presentacién de la grabacién del canto propio del ave presenta
un patrén de actividad similar que el registrado durante la produccién del canto.

En esta tesis se presentan experimentos de electrofisiologfa en los cuales se estudi6 la respuesta au-
ditiva en el nitcleo neuronal HVC, buscando comprender caracteristicas de la codificacién neuronal
del canto. Los experimentos realizados en diamantes mandarines (Taeniopygia guttata) estudiaron la
intensidad relativa de la respuesta frente a cantos sintéticos en comparacién con la respuesta generada
por presentaciones del canto propio. En estos experimentos se estudi, en primer lugar, la respuesta
ante cantos sintetizados con un modelo de baja dimensién para la biomecénica del érgano fonador. En
segundo lugar, se estudi6 la respuesta de las neuronas ante modificaciones del canto natural, dadas
por la inversién temporal de la envolvente de las silabas del canto. En ambos casos, las respuestas en el
nucleo telencefdlico HVC resultaron ser una buena herramienta para estudiar la codificacién neuronal

de estimulos auditivos complejos.

La segunda parte de esta tesis estd enfocada en un un debate actual sobre la codificacién neuronal del
canto en aves oscinas. Por un lado, estudios previos han propuesto que el nticleo neuronal HVC pre-
senta actividad continua durante el canto, generando asi la “cadena del tiempo” del programa motor.
Sin embargo, por otro lado existen evidencias experimentales recientes que han desafiado esta vision,
atribuyendo a HVC la codificacién de instancias significativas durante el canto. Este debate gener una
nueva conceptualizacion sobre el funcionamiento del sistema neuronal del canto en canarios (Serinus
canaria), a partir del modelado de la arquitectura de circuitos neuronales involucrados y sus respectivas
dindmicas en la generacién de los patrones motores necesarios para la produccién del canto. Este mar-
co tedrico (modelo de gestos) realiza predicciones precisas y refutables respecto de la actividad del niicleo
HVC durante la produccién de los distintos tipos de silabas en el repertorio del canario. En esta tesis,
se realizaron experimentos electrofisiolgicos in vivo para poner a prueba las hipétesis elaboradas con
el modelo tedrico. A diferencia de los experimentos en diamantes mandarines, se buscé un observable
que representase la actividad neuronal a gran escala. En particular, se estudi6 el potencial de campo
local (o LFP) y se estableci6 su relacién con la actividad - individual y colectiva - de las neuronas del
ntcleo telencefélico HVC.

Los registros mostraron que la actividad neuronal en el ntcleo estd correlacionada espacialmente y
que las respuestas auditivas al canto propio presentan patrones de excitacién marcada en instancias
especificas del canto, apoyando las hipétesis propuesta por el modelo de gestos. En particular, se en-
contraron oscilaciones en la actividad neuronal, con una respuesta sincronizada en frecuencia y fase
durante distintos segmentos de los cantos presentados. Notablemente, la frecuencia de las oscilaciones



del LFP coincide con la tasa sildbica del canto. Las instancias encontradas en los LFP coinciden con
lo observado en los perfiles de actividad conjunta de muiltiples neuronas, asi como en la actividad de
neuronas individuales. Estos fendmenos conforman evidencia de la codificacién neuronal de instancias
significativas del canto en HVC, y permiten evaluar las predicciones del modelo de arquitectura de los
circuitos neuronales, en particular para un tipo de silabas en el repertorio del canto de canarios. Por
todos estos motivos, estos hallazgos presentan una nueva perspectiva en el estudio de la codificacién
neuronal, del procesamiento auditivo del canto y su relacién con la produccién vocal en aves canoras.
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Biomechanics and neural circuits of motor control in birdsong

Abstract

Songbirds are an animal model of choice for the study of vocal production and learning. These birds,
which learn their vocalizations by imitation of a tutor have brain structures - called neuronal nuclei
- functionally related to the learning, production, maintenance and perception of their own song (the
“song system”). Cortical neuronal nucleus HVC has a sensorimotor role, integrating the song mo-
tor pathway and receiving highly processed auditory information. Moreover, it has previously been
shown that the auditory response of HVC neurons to a recording of the bird’s own song has a pattern
of activity similar to that recorded during song production. This thesis presents electrophysiology ex-
periments in which auditory responses were studied at neural nucleus HVC, seeking to understand
features of the neural coding of song. Experiments on zebra finches (Taeniopygia guttata) studied the
relative response strength to synthetic songs compared to the response elicited by the bird’s own song.
In these experiments, the response to songs synthesized using a low-dimensional model for the biome-
chanics of the vocal organ was studied. Secondly, the study focused on the neural response to changes
in the natural song, given by the temporal inversion of the envelope of song syllables. In both cases,
responses in the telencephalic nucleus HVC proved to be a powerful tool to study the neural coding of
complex auditory stimuli.

The second part of this thesis is focused on a current debate on the neural coding of birdsong. On the
one hand, previous studies have proposed that nucleus HVC presents continuous activity during sin-
ging, thus generating the “time frame” for the motor program. On the other hand, recent experimental
evidence has challenged this vision, attributing HVC with the coding of significant song instances. This
debate triggered a new conceptualization for the functioning of the song system in canaries (Serinus
canaria), given by a neural architecture model of the circuits of neural nuclei involved and their respec-
tive dynamics in the production of song. This theoretical framework (gestures model) makes precise and
testable predictions regarding the activity of HVC during the production of the different syllable types
found in the canary repertoire. In this thesis, in vivo electrophysiology recordings were conducted to
test the hypotheses given by the theoretical framework. Unlike experiments in zebra finches, an ob-
servable to study large-scale neuronal activity was sought. Therefore, the local field potential (or LFP)
was studied, as well as its relationship with the activity of the neurons - both individually and globally
- in telencephalic nucleus HVC.

The recordings showed that neural activity is spatially correlated and that the auditory responses to
the bird’s own song present patterns of excitation during specific instances of the song, thus providing
support for the hypotheses given by the gestures model. In particular, oscillations of the neural activity
were described, with frequency- and phase- locking responses during different segments of the songs.
Remarkably, LFP oscillation frequency corresponds to the syllabic rate of song. Instances found in the
LFPs coincide with features of the multiunit activity profile and also with the activity of individual
neurons. These phenomena constitute evidence of the neural coding of significant instances of song
in HVC, and allow to evaluate the predictions of the neural architecture model, in particular for a
specific type of syllables in the canary song repertoire. For all of the above, these findings present a
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new perspective in the study of the neural coding and of auditory song processing and its relationship
with vocal production in songbirds.
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Abreviaturas y acronimos

AUTO: canto sintético generado por una reconstruccién automaética de los pardmetros de un
modelo de baja dimensién para la produccién vocal.

BOS: canto propio del ave.

CON: canto conespecifico (de un ave de la misma especie)

SMP: sistema motor del canto. Conjunto de ntcleos involucrados en la produccién vocal.

EEG: electroencefalograma.

EMG: electromiografia.

GTE: instancia de transicién de gestos.

HVC (nombre propio): niicleo neuronal sensorimotor en el cerebro de las aves canoras, invo-
lucrado en la produccién del canto y en tareas de percepcién auditiva.

IRR: irregularidad espectral.

LFP: potencial de campo local (del inglés, Local Field Potential). Medida de actividad neuronal.

LFPyyg: LFP promediado en ensayos.

MAP: perfil de actividad en respuesta al motivo de canto.

MOD: canto modificado (silabas invertidas por envolvente).

MUA: Perfil de actividad multi-unidad (del inglés, Multi-Unit Activity). Medida de la activi-
dad conjunta de multiples neuronas.

RRS: intensidad relativa de respuesta.

RRV: variabilidad relativa de respuesta.

SC: espectroide central.

SNC: Sistema Nervioso Central.

REV: canto propio invertido temporalmente.

SYN: canto sintetizado por un modelo de baja dimensién de produccién vocal.

P0,P2,P1,P1b: tipos sildbicos en el canto de canarios, en orden creciente de tasa sildbica.

RA: ntcleo robusto del arcopallio. Ntcleo al cual proyecta HVC como parte del SMP.
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CAPITULO

Introduccion

1.1. Predmbulo

En esta tesis, el objetivo principal es el estudio de la codificacién neuronal del canto en aves
canoras. En el estudio de esta temadtica, esta tesis presenta una mirada a partir del enfoque
neuroetolégico (estudio del comportamiento animal y sus correlatos en el sistema nervioso). En
este sentido, se considera que el comportamiento emerge de una delicada interaccién entre el
sistema nervioso central, el cuerpo y el medio ambiente. Al tratar la codificacién neuronal de
un comportamiento aprendido y complejo como es el canto, esta vision integradora es crucial.
Por este motivo, en esta introduccién se recopilan y desarrollan temaéticas variadas en pos de
representar conceptualmente el conjunto de las hipétesis que impulsan el trabajo experimental
contenido en esta tesis. En particular, me enfocaré en conocimientos previos sobre la codificacion
del canto a nivel del sistema nervioso central, en el funcionamiento de la biomecdnica del 6rgano
fonador y en la integracién entre las partes. Los experimentos que se desarrollan a lo largo
de los capitulos consisten en mediciones electrofisiolégicas de actividad neuronal, por lo cual
también se introducen conceptos experimentales relevantes previo al desarrollo especifico en

cada capitulo.

1.2. El estudio del canto de aves

El estudio del canto de aves se establecié6 como modelo animal para estudiar vocalizaciones
aprendidas a partir de mediados del siglo XX. Aunque no se pretende dar aqui una cuenta
detallada de la historia del campo, propongo repasar algunos de sus hitos a lo largo de los

ultimos 60 afios.



Capitulo 1. Introduccién

En la década de 1950, el invento del espectrégrafo de sonido (“sonégrafo”) y su uso en el
laboratorio hizo posible obtener una representacion objetiva del canto para estudiar la duracion,
amplitud y frecuencia de las vocalizaciones (Thorpe, 1954). En este trabajo seminal se utiliz6 por
primera vez esta herramienta para obtener una visualizacién del canto, consolidando asi una
forma de registro que hiciera factible el estudio de las vocalizaciones. Lo que fue de particular
impacto en este trabajo fue que Thorpe utilizé la - entonces novedosa - herramienta para estudiar
la ontogenia del canto en pinzones (Fringilla coelebs).

Con el crecimiento del campo a partir del uso del sonégrafo, comenzaron a surgir estudios
definiendo las etapas del aprendizaje (Marler, 1970; Marler & Tamura, 1964; Thorpe, 1958), junto
a la identificacién de procesos de aprendizaje motor y el rol de la experiencia y retroalimentacion
auditivas (Konishi, 1965a,b, 1978; Nottebohm, 1968; Slater, 1983). Con la construccién de un atlas
del cerebro de los canarios domésticos (Serinus canaria) (Stokes et al., 1974), surgié una particular
estrategia experimental para identificar funcionalidad en las distintas regiones del cerebro. Esta
estrategia consistié en estudiar las variaciones en las vocalizaciones producidas por un ave en
condiciones normales y compararlas con grabaciones luego de que se hubiera lesionado alguna
region del cerebro. De esta manera, se logré una descripcién de una serie de grupos localizados
de tejido nervioso de alta densidad neuronal (niicleos neuronales), asi como las proyecciones
que unen dichos ntcleos (Nottebohm et al., 1976). Este estudio sent6 las bases de lo que hoy
conocemos como el “sistema neuronal del canto”, y la estrategia de lesiones ha sido utilizada en
numerosos estudios para entender el rol de las distintas partes del cerebro y en distintas especies
de aves (por €j., (Bottjer et al., 1984; Brainard & Doupe, 2000; Scharff & Nottebohm, 1991)).

El aprendizaje vocal, aunque un tema de sumo interés en si mismo, hizo que el campo cre-
ciera enormemente. Esto se debe a que, de las aproximadamente 9000 especies de aves que
conocemos hoy, unas 4000 especies corresponden a aves canoras u oscinas, que aprenden sus
vocalizaciones (Kroodsma & Pickert, 1984). Este tipo de aprendizaje es una caracteristica de rara
ocurrencia en el reino animal, y que los humanos compartimos con cetdceos, algunas especies
de murciélagos, las aves canoras, los loros y colibries y los elefantes. Mientras que en algunas
especies de primates no humanos se encuentra una asociacién aprendida de vocalizaciones a
distintos contextos, en las aves canoras se conjuga un modelo animal particularmente atractivo,
ya que comparten con los humanos las caracteristicas de un aprendizaje vocal mediado por la
experiencia auditiva. Adicionalmente, las aves canoras son animales propicios para el estudio
y manipulacién en el laboratorio, convirtiéndolos asi en el modelo animal por excelencia para
el estudio de las bases neuronales del aprendizaje, mantenimiento, percepcién y produccién de
vocalizaciones complejas.

En la década de 1980, Nottebohm mostré por primera vez la presencia de neurogénesis adul-
ta en el cerebro de canarios (Goldman & Nottebohm, 1983). La neurogénesis adulta en si misma

era un topico atin en debate, haciendo que las aves oscinas como modelo animal ganaran inclu-

2



1.2 El estudio del canto de aves

so mds atencién de la comunidad cientifica. Adicionalmente, también mostré que los canarios
presentan un aprendizaje abierto, incorporando nuevas vocalizaciones entre una primavera y la
siguiente, y que este fendmeno tiene correlatos en la anatomia del cerebro, dado por el aumento
de volumen del ntcleo HVC (un ntcleo cortical involucrado en la produccién y la percepcion
del canto) (Nottebohm et al., 1986).

En la misma década, a partir de estudios de lesiones se mostré que existen nicleos involucra-
dos especificamente en tareas de aprendizaje (Bottjer et al., 1984). Adicionalmente, Margoliash
encontré un resultado de suma importancia: estudiando la respuesta al canto en gorriones de
corona blanca (Zonotrichia leucophrys), mostré que existen neuronas selectivas al canto propio del
ave en el nicleo HVC (Margoliash, 1983, 1986). Este fendmeno abri6 las puertas a numerosos
estudios - que incluso hoy - estudian la actividad selectiva de HVC. Entre otros motivos, la im-
portancia de este fenémeno recayé en que las neuronas selectivas al canto propio podrian estar
involucradas en el proceso de aprendizaje (Doupe & Konishi, 1991).

Desde entonces, la selectividad de neuronas en el nticleo HVC ha sido el foco de numerosos
estudios, y una discusién mas detallada tanto de las estructuras neuronales como de los resulta-
dos mds importantes en esta linea se deja para una seccién posterior, debido a su relevancia para
los temas tratados en esta tesis (ver Seccion 1.6).

Desde un punto de vista anatémico, las aves oscinas presentan la musculatura mds compleja
para el control de la siringe dentro del orden de las paseriformes, asi como nticleos neuronales es-
pecificamente dedicados al aprendizaje, mantenimiento y produccién del canto. En conjunto, esto
les permite realizar vocalizaciones extremadamente complejas, presentando cantos elaborados y
diversos. Los ntcleos que conforman el sistema del canto en el sistema nervioso central (SNC)
deben modular la actividad respiratoria y conjugar la actividad de una gran cantidad de muscu-
los para ejercer el control motor del 6rgano fonador, la siringe. La siringe estd compuesta por una
estructura cartilaginosa que contiene al tejido que forma dos fuentes de sonido, cada una de las
cuales consta de un par de labios que se ubican cerca de la unién trdqueo-bronquial. Este com-
plejo estd rodeado por seis pares de musculos que ejercen el control mecénico del 6érgano (Riede
& Goller, 2010). Ambos lados de la siringe pueden actuar de manera sincronizada (Nowicki &
Capranica, 1986) o actuar como una fuente sonora de manera independiente (Hartley & Suthers,
1990). La vélvula vocal se forma por obstruccién del lumen bronquial cuando los labios se juntan
debido a la accién de musculos aductores. Durante mucho tiempo, se crey6é que las vibraciones
de la membrana timpanoforme medial (MTM) actuaban como una fuente de sonido. Estudios
de endoscopia mostraron que si bien la MTM es capaz de vibrar cuando existe un flujo de aire,
no lo hace en el caso de la siringe de las aves canoras (Larsen & Goller, 1999). Un gran avance
en la comprensién del funcionamiento de la siringe vino dado por estudios de la dindmica del
proceso de fonacién, a partir del modelado biofisico del aparato vocal. De esta manera, se esta-

blecié que el mecanismo de produccién de sonido es a partir de la generaciéon de oscilaciones
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auto-sostenidas de las membranas que conforman los labios, andlogo a lo que sucede para el
caso de las cuerdas vocales humanas durante la generacién de sonidos voceados (Gardner et al.,
2001; Laje et al., 2002; Mindlin et al., 2003), (Laje & Mindlin, 2005; Mindlin & Laje, 2006).

La posibilidad de utilizar a las aves canoras como modelo animal para comprender cémo se
reconfigura un cerebro en el proceso de desarrollo, aprendizaje y produccién del comportamiento
vocal - asi como sus posibles aplicaciones para el caso humano - han convertido al estudio
del control motor en canto de aves en un problema interdisciplinario. Dada la similitud en los
procesos de producciéon de vocalizaciones y el aprendizaje a partir de un tutor adulto, el estudio
de estos procesos en las aves ha conducido a avances en el conocimiento de aprendizaje en
habla humana (Berwick & Chomsky, 2013; Bolhuis et al., 2010; Doupe & Kuhl, 1999; Kuhl, 2003).
Adicionalmente, descubrimientos en humanos han generado nuevas dreas de investigacion en el
canto de aves, como el descubrimiento que un gen relacionado al desarrollo de areas relacionadas
con el habla (FoxP2) también se encuentra en nucleos relacionados con el canto en aves (articulo
de revision: (Fisher & Scharff, 2009)). Por esto, el campo se nutre de herramientas de multiples
disciplinas para dilucidar el funcionamiento del sistema (Catchpole & Slater, 2008). Para una
comprensiéon completa del comportamiento, es esencial que las visiones logren converger en un

modelo unificado de produccién vocal.

1.3. Qué compone un canto

Las aves son capaces de distintos tipos de vocalizaciones. Los cantos son vocalizaciones com-
plejas, tipicamente producidas por los machos en temporada de apareamiento. Existen excepcio-
nes a esta regla, con especies de aves canoras en las cuales las hembras también cantan, incluso
fuera de la temporada de apareamiento. En contraste, el otro tipo de vocalizaciones, las llama-
das son vocalizaciones mds cortas, simples y son producidas tanto por machos como hembras
durante todo el afio. Las llamadas ocurren tipicamente en contextos funcionales, como exclamar
una alerta, estado de alarma o durante el vuelo (Catchpole & Slater, 2008).

La complejidad de los cantos varia entre las distintas especies de aves canoras; mientras
que algunas presentan un canto adulto altamente estereotipado y con muy poca variacioén co-
mo los diamantes mandarines (Taeniopygia guttata) o los gorriones de corona blanca (Zonotrichia
leucophrys), otras pueden realizar distintos tipos de canto o reorganizar las unidades bésicas del
canto en cada rendicién, como los estorninos (Sturnus vulgaris), los ruisefiores (Luscinia megarhyn-
chos) o los canarios (Serinus canaria), (Catchpole & Slater, 2008; Nottebohm et al., 1986).

En Figura 1.1 se muestran el canto de un diamante mandarin y de un canario doméstico. En
la figura se adopta la representacion espectrografica del canto discutida en Seccién 1.2, a partir
de los sonogramas del canto. Un sonograma es una representacién de la evolucién temporal del

contenido espectral de la sefial de sonido: el eje horizontal es el tiempo, el vertical el eje de las
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frecuencias, cuya intensidad relativa (en escala logaritmica, dB) estd representada en una escala
de colores (con * se muestra el andlisis de Fourier de un segmento del canto). En este caso, la
intensidad estd representada con una escala de grises en la cual blanco es el minimo valor de
intensidad y negro el méximo. El cémputo del sonograma se realiza mediante la transformada
de Fourier de tiempos cortos (STFT) para ventanas a lo largo de la sefial sonora. En esta repre-
sentacion, la definicién deseada para el espectro en frecuencias y la resoluciéon temporal entran
en juego. En procesamiento de sefiales, esto se conoce como el limite de Gabor (Gabor, 1946;
Hall, 2006). Especificamente, esto significa que una sefial no puede estar limitada en tiempo y

frecuencia:

1
0t X 0f > e (1.1)

, donde o; y 0y son las desviaciones estdndares de los estimadores en tiempo y frecuencia,
respectivamente. Un caso especial de Ecuaciéon 1.1 en el que vale la igualdad (caso 6ptimo en
andlisis de tiempo-frecuencia) es cuando la ventana es Gaussiana. El uso de este tipo de transfor-
madas y representaciones excede al campo de canto de aves, y es también aplicable a estudios
de fonética y habla (Boersma & Van Heuven, 2001, Praat), asi como andlisis espectral de sefiales
que varian en el tiempo. Salvo que se indique lo contrario, los sonogramas presentes en esta tesis
estardn realizados con ventanas Gaussianas de 10 ms de duracién. Dado que la ventana Gaus-
siana pone mds peso a las muestras centrales, se puede aumentar la resolucién temporal de la
representacion en el sonograma a partir de realizar un andlisis con ventanas deslizantes, super-
poniendo muestras entre ventanas consecutivas. Los sonogramas mostrados en Figura 1.1, por
ejemplo, fueron realizados superponiendo el 95 % de las muestras entre ventanas consecutivas,
dando una traza de evolucién temporal suave durante cada segmento del canto.

En esta representacion, es sencillo describir las unidades que conforman el canto. Notar, en
primer lugar, la diferencia de escalas antes mencionada: el canto de un diamante mandarin dura
una fraccién de tiempo muy pequefia respecto del canto de un canario. Los diamantes mandari-
nes presentan un canto adulto estereotipado que, una vez cristalizado, mantienen durante toda
su vida. En esta especie, los machos comienzan su canto con una serie de silabas introducto-
rias de corta duracién seguidas de una secuencia de unidades de canto complejas (silabas) que
conforman el “motivo” de canto. Este motivo, si bien cristalizado, puede presentar leves varia-
ciones dependiendo del contexto: canto dirigido a la hembra de ejecucién estereotipada o canto
espontdneo, con mayor variabilidad (Sossinka & Bohner, 1980).

Por otro lado, el canto del canario es de mayor duracién y presenta mayor variabilidad que el
caso del diamante mandarin. También en esta especie son los machos quienes cantan. El canto,
en este caso, es una secuencia de frases. Las frases, a su vez estan formadas por la repeticion

de unidades del canto, denominadas silabas. Una silaba, a su vez, puede estar formada por una
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Figura 1.1: Cantos de dos especies de aves oscinas y su representacion espectrografica. Canto de un
diamante mandarin (Taeniopygia guttata, panel superior) y de un canario (Serinus canaria, panel inferior).
Un sonograma representa la evoluciéon del contenido espectral del canto. El eje horizontal representa
tiempo y el vertical es el dominio espectral. La intensidad relativa (en dB) esta representada con una escala
de grises (blanco: intensidad minima; negro: intensidad mdaxima, ver detalles en texto). Una nota es una
traza continua en la representacion espectrografica. Una silaba (unidad del canto) puede estar conformada
por una o mds notas. Una frase de canto estd formada por la repeticién de una silaba. Una secuencia dada
de frases conforma un canto (canarios); una secuencia estereotipada de silabas corresponde a un motivo
de canto (diamantes mandarines). En diamantes mandarines, el motivo es invariable, mientras que los
canarios pueden alterar la secuencia de frases en cada rendicién. Recuadro: corte espectral del segmento
marcado con (x).
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0 mas notas (traza continua y suave en la representacion espectrografica). Los canarios pueden
reorganizar las silabas en su repertorio para vocalizar distintas secuencias de canto (Belzner et al.,
2009; Markowitz et al., 2013; Nottebohm & Nottebohm, 1978) y existen cambios estacionales afio
a afo en los cuales pueden incorporar nuevas. Estos cambios son modulados hormonalmente
y esto provoca cambios anatémicos a nivel del sistema neuronal del canto (Nottebohm et al.,
1986). Es interesante que los cambios hormonales puedan ser también desencadenados en las
hembras de la especie: el tratamiento con testosterona en hembras adultas genera el crecimiento
de ntucleos de control vocal, haciendo que desarrollen canto similar al de un macho (Nottebohm,
1980).

1.4. La fisica del canto de aves y los gestos motores

Como se expuso anteriormente, comprender los mecanismos de produccién del canto requie-
re conjugar conocimientos de multiples disciplinas, abarcando los funcionamientos del 6rgano
vocal y los circuitos neuronales que conforman el substrato del canto.

Para entender el funcionamiento del 6rgano vocal de las aves, la siringe, fue necesario tanto
la descripciéon anatémica como el estudio de la dindmica de este sistema durante el canto. El
canto es producido por la conjugacién de patrones respiratorios con la accién de los musculos de
la siringe. A partir de estudios de electromiografia (EMG), se establecié que los musculos dor-
sales estdn asociados al comienzo del comportamiento vocal, funcionando como mecanismos de
apertura, mientras que la tensién de los musculos ventrales estd correlacionada con la frecuen-
cia de las vocalizaciones (Riede & Goller, 2010; Suthers et al., 1999). Las aves canoras pueden
controlar cada par de labios para actuar como una fuente sonora independiente (Suthers, 1997)
asi como actuar de manera coordinada y sincronizada (Goller & Suthers, 1999). La estructura de
la siringe puede mostrar un dimorfismo sexual entre los machos y las hembras de la especie,
representando asi la posibilidad de generar vocalizaciones mds complejas en las especies que las
presentan (Riede et al., 2010). La coordinacién con patrones motores también juega un rol crucial
en la posibilidad de producir segmentos de canto de larga duracién (como el caso del canario,
mostrado en Figura 1.1). Estudios de la presién de los sacos aéreos a partir de introducir una
canula y un transductor de presién mostraron que la producciéon de silabas va acompanada de
un gesto espiratorio. Adicionalmente, durante la produccién de frases de larga duracién, las aves
realizan “mini-inspiraciones” entre una silaba y la siguiente (Hartley & Suthers, 1990, 1989). A
nivel del tracto vocal superior, se encontré que las aves utilizan la cavidad orofaringea-esofagica
como cdmara de resonancia, y que son capaces de sintonizar todo el tracto al rango de frecuencias
fundamentales del canto (Riede et al., 2006).

Desde la Fisica y en particular, la Biomecanica, uno de los aportes a la problemética estu-

vo enfocado en comprender, a partir de experimentacién y modelado, los mecanismos bésicos
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de funcionamiento del 6érgano vocal. La conjugacién de los gestos de presién con la actividad
muscular genera la vibracién de los labios de la siringe. Estas vibraciones, que modulan el flujo
de aire, presentan una dindmica de alta complejidad a partir de oscilaciones auto-sostenidas.
En este tipo de oscilaciones, la pérdida de energfa debido a la friccién es compensada en cada
ciclo a partir del traspaso de energia del flujo de aire hacia las membranas, generando una onda
de propagacién ascendente en éstas (Mindlin & Laje, 2006). Modelar el funcionamiento de este
6rgano vocal complejo puede parecer desalentador, teniendo en cuenta la cantidad de variables
que podrian ser necesarias para describir la dindmica subyacente. Sin embargo, trabajos previos
de modelado de las cuerdas vocales en humanos ya habian sentado las bases para describir la ge-
neracién de oscilaciones a partir de un flujo de aire en una membrana (Titze & Martin, 1998). En
esta descripcion se separan los movimientos en dos modos: oscilaciones laterales de la membrana
y un movimiento de “aleteo”. El primer tipo de dindmica describe a los labios como dos masas de
tejido alejandose o acercandose entre si. El aleteo estd conformado, en cambio, por la formaciéon
de perfiles convergentes o divergentes cuando los labios estan alejandose o acercdndose entre sf,
respectivamente. Esta dinamica captura la generacion de las oscilaciones auto-sostenidas en los
labios, y es compatible con observaciones de endoscopia de las vibraciones de las membranas
durante el canto (Fee et al., 1998; Goller & Larsen, 2002).

El modelo computacional para la produccién del canto de aves consiste en ecuaciones que
describen la dindmica de la separacién entre los labios de la siringe y el procesamiento de la se-
fial generada por la fuente sonora por parte del tracto vocal (Amador & Mindlin, 2008; Mindlin
& Laje, 2006; Perl et al., 2011). Este es un modelo de dindmica no lineal de baja dimensién, en
la cual los pardmetros libres estdn relacionados con la tensién en los musculos que rodean la
siringe (k1) y la presiéon de los sacos aéreos (ps,p). La dindmica del érgano fonador puede des-
cribirse a partir de las ecuaciones de Newton para cada labio, cada uno de los cuales se plantea
como un tejido elastico capaz de desplazamientos laterales y de sostener ondas longitudinales.
Esto permite realizar el cdlculo de la presién entre los labios, un paso esencial en la derivaciéon
de las ecuaciones fisicas del movimiento. El sistema de ecuaciones puede ser reducido a un sis-
tema mas simplificado de ecuaciones o “forma normal” (Guckenheimer & Holmes, 2013). Una
forma normal de un sistema representa el minimo conjunto de ecuaciones no lineales capaz de
reproducir los comportamientos encontrados en el sistema original. En efecto, el sistema mos-
trado en Ecuacién 1.2,Ecuacion 1.3 presenta régimenes dindmicos equivalentes a los del sistema

original (Sitt et al., 2010). Las ecuaciones del modelo simplificado son:

dx
d
d% = ay? — By*x — P — yx?y + 7% — yay (1.3)
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, donde x representa la posicién de los labios siringeos y, por lo tanto, describe la dindmica de
una fuente de fonacién. y es un pardmetro de escala, estatico y los pardmetros adimensionales «
y B son dependientes del tiempo. Estos estan relacionados con la presién de los sacos aéreos y
la tensién labial de la siringe, respectivamente (variables que el ave puede controlar durante el
canto). De esta manera, los pardmetros dependientes del tiempo en el modelo pueden ser con-
trastados con medidas fisiol6gicas que los animales controlan durante el canto (Mindlin et al.,
2003; Perl et al., 2011; Zysman et al., 2005). A este modelo para la fuente sonora se le agrega el
tiltrado dado por el tracto vocal superior: la trdquea, modelada como una serie de tubos interco-
nectados y la cavidad orofaringea-esofdgica, modelada como un resonador de Helmholtz, (Perl
et al., 2011). De esta manera, el sonido generado a nivel de la fuente sonora es filtrado por el
tracto vocal hasta convertirse en un sonido vocalizado.

En la figura Figura 1.2 se muestra un ejemplo de canto sintetizado a partir de la integracion
numérica de las ecuaciones de forma normal. En (a) se muestra el sonograma de un canto de
diamante mandarin, y en (b) el sonograma del canto sintetizado. En (c) se muestran las trazas
temporales de («, B) que impulsan las distintas soluciones que permiten reproducir la frecuencia
fundamental y el contenido espectral del canto original. Cada traza continua en estos parametros
es denominada como un gesto motor. Sus extremos, denominados GTE corresponden a discon-
tinuidades en las trazas, o a transiciones entre las distintas soluciones. Para el canto sintetizado
en este ejemplo, se ajusto el par («, B) a cada segmento del canto.

La razén por la que este sistema dindmico simple puede explicar muchos de los sonidos
presentes en los cantos de diamantes mandarines es que a pesar de ser una versién simplificada
del modelo fisico, las ecuaciones de forma normal mantienen los mismos tipos de bifurcaciones
que dan lugar tanto a sonidos tonales (oscilaciones que nacen con frecuencia definida y amplitud
nula, bifurcacién de Hopf) como a sonidos de alto contenido espectral (oscilaciones del tipo
excitable, que nacen con amplitud finita y frecuencia nula, nodo silla en ciclo limite, SNILC).
De esta manera, el proceso dindmico en el que se genera un régimen oscilatorio determina la
relacion entre el contenido arménico de la sefial y su frecuencia. Con estos distintos mecanismos
para el nacimiento de oscilaciones, se ha podido reproducir el repertorio de canarios (Gardner
et al., 2001, Serinus canaria), chingolos (Laje et al., 2002, Zonotrichia capensis), zorzales (Mindlin
et al.,, 2003, Toxostoma rufum) y diamantes mandarines (Amador & Mindlin, 2008, Taeniopygia
guttata). En particular, el mecanismo de la bifurcaciéon de Hopf permite obtener a partir del
modelo sonidos tonales como los encontrados tipicamente en el canto de canarios, mientras que
las oscilaciones nacidas en una bifurcacién de nodo-silla en ciclo limite permite obtener sonidos
espectralmente ricos, como los encontrados en el canto de los diamantes mandarines.

El modelo utilizado para la fuente sonora se ha caracterizado ampliamente, por ejemplo,
mostrando que las oscilaciones nacidas en una bifurcaciéon SNILC dan lugar a sonidos cuyo

contenido armoénico (espectral) y frecuencia fundamental obedecen a relaciones especificas (Sitt
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Figura 1.2: Ejemplo de canto sintetizado (adaptado de (Amador et al., 2013)). En (a) se muestra el sono-
grama del canto original, en (b) el sonograma del canto sintetizado a partir del modelo. En (c) y (d) se
muestran las instrucciones motoras, dadas por a(t) y B(t) (pardmetros relacionados con la presion en los
sacos aéreos y la tensién en los labios de la siringe, respectivamente). Estos pardmetros dependientes del
tiempo son ajustados a cada segmento del canto original para poder reproducir soluciones que tengan la
misma frecuencia fundamental y contenido espectral que el canto original. En (e) se muestra el diagrama
de bifurcaciones del modelo, y las trayectorias en el espacio de pardmetros de las trazas mostradas en (c).
Notar que la mayoria de estas trazas estadn en la cercania de una bifurcacién de nodo silla en ciclo limite,
debido a que corresponden a fonacién con alto contenido espectral.
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et al., 2008). Esta relaciéon se observé empiricamente en las vocalizaciones de los diamantes man-
darines que contienen sonidos de baja frecuencia (frecuencia fundamental < 1.2 kHz). De esta
manera, un paso preliminar para el procedimiento de reconstrucciéon de los gestos motores invo-
lucrados consistié en generar una base de datos donde, para diferentes valores de los parametros
(a, B), se enumere la frecuencia fundamental w y el indice de contenido espectral (SCI, centroide
normalizado a la frecuencia fundamental, ver (Sitt et al., 2008)). Esta base de datos fue generada
a partir de la integracién de las ecuaciones del modelo completo (fuente de sonido no lineal y
filtros lineales (Perl et al., 2011)) para cada punto ( «, 8 ) en el espacio de pardmetros en la region
de interés. Este proceso requiere de un ajuste de las ecuaciones del modelo a cada segmento del
canto (para més detalle, ver Capitulo 2). Para una revisién reciente sobre el modelado de pro-
duccién de canto de aves y su extension para incluir la fisica del sonido generado por vértices,
ver (Mindlin, 2017).

La descripcién del funcionamiento del 6rgano vocal en términos de un sistema no lineal de
baja dimensién proveyé una herramienta poderosa en el estudio del canto de aves. En primer
lugar, permitié explicar los principios fisicos del funcionamiento de las fuentes de sonido (os-
cilaciones auto-sostenidas de las membranas). Esto permiti6 mostrar que, en gran medida, la
riqueza de los sonidos producidos por las aves emerge como una consecuencia de las propie-
dades dadas por la dindmica del aparato vocal (Amador & Mindlin, 2008; Gardner et al., 2001).
Estos avances significativos en el entendimiento de la produccién del canto llevé a formular una
conjetura que podria tener un impacto profundo en cémo se conceptualizan los mecanismos del
control motor: si gran parte de la complejidad del comportamiento emerge a nivel de la perife-
ria, ;es posible que un programa motor “simple” a nivel del SNC esté impulsando al 6rgano
fonador, y que sea este, mediante su rica dindmica el que aporta gran parte de la complejidad
en el comportamiento?. En gran medida, el trabajo de esta tesis estd embebido en esta linea de

pensamiento.

1.5. Registros neuronales

1.5.A. Descripcion de técnicas de registro de actividad neurofisiolégica

El interés por entender el funcionamiento del sistema nervioso central ha implicado el desa-
rrollo de maltiples técnicas para sondear su actividad. Dentro del conjunto de técnicas, la elec-
trofisiologia es una rama que se centra en medir la actividad eléctrica de células y tejidos. Sus
origenes pueden trazarse hasta las observaciones de Luigi Galvano en el siglo XVIII, cuando
descubri6é que una chispa podia inducir movimiento en una pata disecada de rana (Verkhratsky
et al., 2006).

A mediados del siglo XX, en su trabajo seminal de 1952, Hodgkin y Huxley desarrollaron
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un sistema de medicién que les permiti6 caracterizar de manera intracelular los bio-potenciales
generados en los axones gigantes de calamar. Los electrodos de registro consistian en capilares de
vidrio llenos de agua de mar. De esta manera, a través de una serie de experimentos y modelado
matemadtico, se logré avanzar en el conocimiento de la generaciéon de potenciales de accién por
parte de las neuronas (Hodgkin & Huxley, 1952).

Ente los afios 1950 y 1960, surgen los primeros registros extracelulares de la actividad de
neuronas Unicas in vivo en la corteza en gatos, lo que permitié estudiar la estructura y funciona-
lidad de distintas zonas de la corteza cerebral. Estos registros, a diferencia de los de Hodgkin y
Huxley, fueron realizados con microelectrodos de metal (Hubel, 1959; Mountcastle, 1956).

Los avances tecnolégicos de la segunda mitad del siglo XX y un sostenido esfuerzo por in-
tentar comprender el funcionamiento del sistema nervioso llevé al desarrollo de técnicas revolu-
cionarias. Para nombrar algunos ejemplos, en la década de 1970, Erwin Neher y y Bert Sakmann
desarrollaron la técnica que hizo posible medir por primera vez la corriente de un canal i6nico
en la membrana celular de neuronas, abriendo la posibilidad a la descripcién y el estudio de
las propiedades y los mecanismos de los distintos tipos de canales (Neher et al., 1978). Desde
la década de 1980 en adelante, la electrofisiologia - y en particular sus aplicaciones a bioprosté-
tica - han visto un sostenido interés y desarrollo en generar registros extracelulares estables de
la actividad de multiples neuronas in vivo, en parte por su potencialidad para el desarrollo de
interfases cerebro-mdquina (Nicolas-Alonso & Gomez-Gil, 2012). El avance tecnolégico ha veni-
do acompafiado de métodos computacionales que permitan discriminar, a partir de un registro
extracelular, las trazas de actividad de neuronas individuales (para articulos de revision sobre el
tema, (Lewicki, 1998; Rey et al., 2015b)).

En las dltimas décadas, ha existido un desarrollo sostenido en registros de actividad neuronal
a gran escala en el cerebro. En estos registros se ha encontrado un renovado interés por la pre-
sencia de oscilaciones de la actividad neuronal en circuitos corticales, comtiinmente observadas
en los potenciales de campo local o LFP(del inglés, Local Field Potential) (Buzsaki, 2004; Buzsaki
& Draguhn, 2004; Destexhe et al., 1999). Adicionalmente, los registros realizados con sondas con
arreglos multi-electrodo permiten obtener una muestra de la actividad de un conjunto de neuro-
nas en un volumen del cerebro y estudiar la relacién de la actividad de neuronas tnicas con los
potenciales de campo (Buzséki et al., 2012).

Dada la variedad de técnicas electrofisioldgicas posibles, es importante entender la diferencia
entre ellas. En particular, la diferencia entre registros intracelulares, extracelulares y registros
de la actividad de grandes conjuntos de neuronas. Un resumen de los valores de magnitud ti-
picos involucrados en las sefiales de 3 tipos de registros se muestra a continuacién (adaptada
de (Gosselin, 2011)).Como puede verse en la tabla, los potenciales de acciéon medidos de manera
intracelular - como en los registros de Hodgkin y Huxley - son sefiales, tipicamente, de dos a tres

ordenes de magnitud mayor en amplitud que los registros extracelulares. Sin embargo, la posibi-
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1.5 Registros neuronales

lidad de registrar la actividad de grandes conjuntos de neuronas en simultdneo y en particular,
con el desarrollo de arreglos multi-electrodo, hace que la técnica de registro extracelular in vivo
sea ampliamente utilizada. Hoy en dia, también existen técnicas Opticas para sondear la actividad
de una gran poblacién de neuronas a partir de tintes sensibles al calcio y técnicas avanzadas de
microscopia. Sin embargo, debido a que los transientes de estas tintes son una medida indirecta
del disparo de un potencial de accién por parte de las neuronas, la electrofisiologia extracelular
sigue proveyendo la evidencia mds directa de la actividad de neuronas en el SNC. Por esto, el

uso de las técnicas en conjunto también ha cobrado relevancia (Scanziani & Héausser, 2009).

Sefal Amplitud Ancho de Electrodos
banda
PA intracelular 50 - 500 100 Hz - 10 Micropipeta de vidrio
wVpp kHz
PA extracelular 10-70 mVy, 100 Hz - 10 Microelectrodo de metal/sonda de
kHz silice
Potencial de campo local 05-5mV,, 1mHz-200Hz Microlectrodo de metal/sonda de
(LFP) silice

Tabla 1.1: Distintos 6rdenes de magnitud en registros electrofisioldgicos de actividad en el SNC para el
caso de potenciales intracelulares, extracelulares y LFP (adaptada de (Gosselin, 2011)).

Registros extracelulares de potenciales de accién

Como se discutid en la seccién anterior, una de las estrategias mds extendidas para realizar
experimentos que involucran la medicién de actividad neuronal in vivo son los registros extra-
celulares. Para este fin se utilizan microelectrodos fabricados con algtin metal (p. ej, tungsteno)
que pueden presentarse como un tinico canal o en arreglos de tetrodos para mediciones de mas
de un canal. Mds recientemente, una alternativa para mediciones extracelulares estd dada por
las sondas de silice con arreglos multi-electrodo que presentan un gran nimero de sitios de
medicién (p. ej, sondas Neuronexus, (Hetke et al., 2011)).

Para poder realizar los registros, es necesario contar con la infraestructura necesaria para
poder realizar cirugfas a los animales y acceder de esta manera con los electrodos de medicién
al tejido cerebral. Como autor de esta tesis, realicé el curso reglamentario organizado por la
Comisién Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL-FCEyN, UBA)
previo a la manipulacién de cualquier animal en experimentacién. El entrenamiento especifico
en el manejo de los animales y de las cirugias necesarias para los experimentos estuvo a cargo de
la Dra. Ana Amador. Adicionalmente, los métodos y protocolos de las cirugias fueron utilizados
previamente por la Dra. Ana Amador y colaboradores (por ejemplo, Daniel Margoliash, proto-
colos aprobados en IACUC-Universidad de Chicago, EEUU) y aprobados por la CICUAL-FCEN

(UBA). Por dltimo, el Laboratorio de Sistemas Dindmicos cuenta con una veterinaria contratada,
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la Dra. Maria de los Angeles Sudrez, quien colaboré y supervisé en las areas quirdrgicas y de
control sanitario de los animales mientras éstos estuvieran en el laboratorio.

En esta tesis se discutirdn los resultados obtenidos a partir de experimentos en animales
anestesiados. Mientras que los detalles de los sistemas de adquisicién y control, asi como los
tipos de sefiales registradas seran discutidos en cada capitulo, en esta seccién se dan las bases
de la medida de interés: registros extracelulares de la actividad neuronal en el ntcleo HVC del
sistema neuronal del canto en animales anestesiados.

En Figura 1.3 se muestra un esquema de las dimensiones involucradas y el registro extrace-
lular de un potencial de accién. En (a) se muestra un corte sagital del cerebro de un diamante
mandarin (tincién de Nissl utilizando violeta de cresilo). En (b) se muestra una ampliacién de
la regién marcada en (a), donde pueden verse los cuerpos neuronales discretos tefiidos en la
preparacion. Las sefiales medidas corresponden a actividad neuronal registrada en un entorno
de la punta del microelectrodo (representado conceptualmente como un “radio de deteccién”).
Si la calidad del registro es suficiente, esto implica que la sefial se compone de potenciales de
accion definidos con una buena relacién sefial/ruido. Entre los potenciales de accién registra-
dos, pueden existir “espigas” de distinta forma y amplitud (ver espigas de distintos tamafios en
(c)). Estas caracteristicas del potencial registrado extracelularmente dependen de las condiciones
espaciales en el registro (la distancia entre la neurona que originé el potencial de accién y el
electrodo, la orientacién, etc., (Gold et al., 2006)).

Si la impedancia del electrodo es lo suficientemente alta, es posible incluso separar poten-
ciales de accién de una tnica neurona en los registros extracelulares. Este fenémeno se ilustra
adicionalmente en un segmento de registro en Figura 1.4. En (a) se muestran una serie de po-
tenciales de accion cuya amplitud se mantiene estable a lo largo de la medicién y se distingue
claramente del ruido eléctrico de fondo. En este marco, se denominan a estas mediciones “medi-

ciones extracelulares de unidad tnica”.

Potencial de campo medio (LFP) y su relacién con actividad neuronal

A principios del siglo XX, Hans Berger demostr¢ la existencia de ondas de actividad eléctrica
en el cerebro humano, inventando efectivamente la electroencefalografia (EEG). Aunque traba-
jos contempordneos habfan demostrado la existencia de este comportamiento en registros con
animales, fue Berger quien describi6 en detalle, a partir de registros en humanos, la presencia
de ondas de gran amplitud con una frecuencia de 10 Hz y también ondas de menor amplitud
y mayor frecuencia. Los nombres asignados a estas ondas originalmente (ondas alfa y ondas
beta, respectivamente), siguen siendo actualmente la forma en que se designa a este rango de
frecuencias en las oscilaciones de la actividad neuronal (Buzsaki, 2006).

La mediciéon de EEG consiste en una medida no invasiva de la actividad eléctrica del cerebro
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Figura 1.3: Mediciones extracelulares de actividad neuronal realizadas en un cerebro de diamante man-
darin. (a) Corte sagital del cerebro de un diamante mandarin. Tincién de Nissl utilizando violeta de
cresilo. Las zonas mds oscuras representan zonas de mayor densidad de neuronas (ntcleos neuronales).
Se muestra la zona del corte donde se encuentra el nticleo HVC, de interés en el desarrollo de esta tesis.
(b) Detalle de la zona enmarcada en rojo en (a) con una escala de 100 um. Pueden apreciarse los cuer-
pos neuronales como manchas oscuras. Se muestra esquemdticamente la punta de un microelectrodo de
tungsteno de alta impedancia y su “radio de deteccién”. (c) Fragmento de una sefial temporal medida con
el microelectrodo, detallando un potencial de accién neuronal.

a partir del posicionamiento de electrodos macroscépicos en el cuero cabelludo. En cada punto
de medicién, el voltaje medido tiene contribuciones de la actividad promediada en una region
cuya magnitud es del orden de los 10 cm?. Debido a esto, a la distorsién y atenuacion de la sefial
al atravesar el crdneo y a la distancia a las fuentes, esta medicién no provee informacién sobre
los circuitos locales que la generan. Una alternativa no invasiva y de alta resolucién espacial, uti-
lizada en diagnoéstico en humanos, es la magnetoencefalografia (MEG), cuya resolucién espacial
es del orden del milimetro.

Las mediciones de la actividad a gran escala en el interior del craneo estdn dadas por la elec-
trocorticografia (ECoG), cuando se utilizan electrodos subdurales, y por el potencial de campo
local o LFP cuando se utilizan electrodos en profundidad (Buzsaki et al., 2012). Con estos elec-

trodos profundos, también es posible recuperar la actividad de neuronas individuales (Rey et al.,
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Figura 1.4: Medicion extracelular de unidad tnica. (a) Sefial temporal correspondiente a un registro
de actividad neuronal, mostrando espigas (potenciales de accién detectados de manera extracelular) y
actividad de fondo. (b) Detalle temporal, mostrando espigas aisladas y rafagas de impulsos neuronales.
Siempre que puedan separarse los aportes de la sefial provenientes de distintas neuronas se refiere a la
medicién como una “medicion extracelular de unidad tinica”.

2015a). De las 3 mediciones a gran escala, el LFP es la que mayor resolucién espacial y mds infor-
macioén sobre los patrones de disparo en las neuronas de los circuitos locales provee, debido a la
cercania con las fuentes que lo generan. Una de las posibles explicaciones del hecho de que los
potenciales de accién individuales tengan una participacién limitada en las actividades de EEG
y LFP es que el tejido extracelular acttia como un filtro pasa-bajos, atenuando pronunciadamente
los eventos de altas frecuencias como los potenciales de accién. Sin embargo, los eventos de baja
frecuencia como los potenciales sindpticos se atentian menos con la distancia (Bédard et al., 2006).
Este comportamiento dependiente de la frecuencia es una propiedad observada en los registros
extracelulares: como se discutié en Seccion 1.5.A, la amplitud de las espigas detectadas tiene una
dependencia importante de la distancia al electrodo.

Para cualquiera de las mediciones mencionadas (EEG, ECoG, LFP), la medicién es un vol-
taje, V.. El término “potencial de campo local” se refiere a la medida extracelular de un voltaje
(medida escalar) relacionada con la actividad promediada en una cierta regién del cerebro, y no
deberia confundirse con la definicién fisica de campo. Es la variacion espacial de V, la que genera
un campo eléctrico, pero el término potencial de campo local se utiliza por su amplia adaptacién.

El advenimiento de los arreglos multielectrodo posibilit6 el registro de informacién espacial
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detallada sobre la actividad eléctrica en el cerebro, a partir del registro en multiples sitios en
simultdneo. Las sondas de silice (del inglés, silicon probes) se presentan en una gran variedad
de configuraciones espaciales, con una cantidad de sitios de medicién que sigue en crecimiento.
El desarrollo de estas nuevas tecnologias, en conjunto con la miniaturizacién y migracién hacia
circuitos integrados permitié reemplazar los sistemas de adquisicién y control analégicos histé-
ricamente usados en electrofisiologia. Esto, a su vez, posibilité escalar rdpidamente el ndmero
de canales que se pueden registrar en simultdneo. Conjunto a las nuevas técnicas de registro
y adquisicién, han surgido nuevas herramientas para el analisis de estos grandes cuerpos de
datos (Buzséki, 2004; Obien et al., 2014).

La mayoria de los fendmenos descriptos a nivel del EEG, y estudiados en mayor detalle a
escala de circuitos locales a partir de los LFP han sido estudiados en el neocértex en mamiferos.
En particular, los modelos mds detallados sobre el origen de las sefiales medidas en EEG, ECoG
y los LFP dan especial énfasis en la importancia de la geometria de las neuronas piramidales y
la organizacién laminar de las capas del neocértex como principales contribuyentes a las sefiales
medidas. A través de registros y modelado matematico, se considera al EEG medido en mamife-
ros como un promediado macroscépico de los LFP en distintas regiones. Sin embargo - aunque
no se profundiza sobre ello - los autores mencionan que la geometria de las neuronas piramida-
les no es la tinica alternativa que hace posible obtener contribuciones importantes a un potencial
macroscopico (para un analisis detallado de las fuentes que generan los LFP, ver (Buzséki et al.,
2012; Einevoll et al., 2013)).

En las oscilaciones de la actividad neuronal se han encontrado importantes correlatos con
el comportamiento, relacionados con el procesamiento sensorial, el planeamiento motor y con
funciones de mads alto nivel como la atencién y memoria. Para dar algunos ejemplos: estudios
han mostrado que las oscilaciones presentes en el LFP estan relacionadas en el procesamiento de
informacioén visual en corteza primaria en primates no humanos (Belitski et al., 2008; Mazzoni
et al., 2011) o en la percepcién del movimiento de los bigotes en corteza somatosensorial de ratas
(Temereanca & Simons, 2003). Adicionalmente, se ha propuesto que la fase de la oscilaciéon en
que disparan los potenciales de accién provee informacién adicional al sistema en la discrimi-
nacién de estimulos (Huxter et al., 2003; Montemurro et al., 2008). A partir de mediciones del
LFP en la corteza parietal posterior es posible predecir el movimiento de brazos en primates,
mostrando el potencial de este tipo de mediciones para la construccién de interfaces cerebro-
maquina (Scherberger et al., 2005). La modificaciéon o eliminacién de este tipo de oscilaciones
puede causar un déficit en el comportamiento, mostrado por ejemplo, para el caso de memoria
espacial en ratas (Girardeau et al., 2009). Es importante marcar que cada uno de estos fenéme-
nos puede estar asociado a distintas bandas de frecuencias en la medicién, y que incluso puede
haber multiples bandas activas, transmitiendo informacién independiente en el procesamiento

de un estimulo (Belitski et al., 2008). Por este motivo, es comun encontrar en la literatura la des-
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cripcién del LFP a partir de la descomposicién en las bandas de frecuencias activas durante el
comportamiento estudiado.

En humanos, multiples estudios han estudiado la importancia de la presencia de oscilaciones
en tareas relacionadas al comportamiento, pero las medidas son realizadas tipicamente con téc-
nicas no invasivas. Sin embargo, es posible registrar potenciales de campo local en, por ejemplo,
pacientes que son sometidos a neurocirugia para realizar un implante de estimulacién cerebral
profunda (DBS, del inglés, deep brain stimulation) para el tratamiento de la enfermedad de Par-
kinson. Recientemente, se ha propuesto el uso de la medicién del LFP como variable de control
para el futuro de la técnica de DBS (Priori et al., 2013).

La relevancia de las oscilaciones del cerebro y el LFP han sido el foco de numerosos trabajos
a lo largo de los afios (Buzsaki, 2006). Sin embargo, la evidencia proveniente del estudio del LFP
en modelos animales no mamiferos es menos extensa. Esto se debe, en parte, a las diferencias
estructurales que éstos presentan respecto de los mamiferos, al no presentar el neocortex. Es-
to, a su vez, dificulta la posible traslacién de los conocimientos adquiridos en el estudio de las
oscilaciones cerebrales en esos sistemas. Sin embargo, a pesar de las diferencias estructurales
se encuentra que en aves, por ejemplo, las etapas de suefio estdn asociadas a la presencia de
oscilaciones similares (Low et al., 2008) y que las oscilaciones estan relacionadas con el disparo
sincrénico de multiples neuronas en regiones del cerebro anterior y de ganglios de la base (es-
tudios en diamantes mandarines anestesiados, (Beckers & Rattenborg, 2015; Beckers et al., 2014;
Yanagihara & Hessler, 2012). Adicionalmente, un estudio reciente mostr6 la predominancia de
una banda de 25-30 Hz durante la produccién vocal en diamantes mandarines (Markowitz et al.,
2015). En este trabajo se describi6 la codificacion en fase previamente discutida para mamiferos,
en la cual dos sub-poblaciones de neuronas en un nticleo sensorimotor disparan en distintas fases
de un ritmo a 30 Hz del LFP. Estudios in vitro en rebanadas de cerebro que incluyen neuronas del
mismo nucleo encontraron que la estimulacién dada por un impulso de corriente es suficiente
para generar oscilaciones de 30 Hz en el LFP, y que la actividad de neuronas estd coordinada con
los potenciales generados de esta manera (Solis & Perkel, 2005). Es interesante notar que para el
caso de diamantes mandarines, una frecuencia de 30 Hz puede estar relacionada directamente
con la organizacién temporal del canto (Norton & Scharff, 2016). Algunos estudios han utilizado
la medida del LFP para estudiar las respuestas auditivas a llamadas en areas especificamente
dedicadas a procesamiento auditivo (Beckers & Gahr, 2010; Schachter, 2016).

Dado el especial interés que existe en comprender los mecanismos involucrados en la pro-
duccién vocal, poco se sabe sobre el potencial de campo local en dreas dedicadas a la produccion
vocal en aves. En particular, esto se debe al foco que existe en el campo por estudiar la accién de
neuronas individuales en la produccién motora. Este es un tépico que retomaremos en Capitu-
lo 4.
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1.6. Circuito neuronal del canto: organizacién en ntcleos

Como se menciond en Seccién 1.2, las aves canoras presentan circuitos neuronales especializa-
dos que estan dedicados al aprendizaje, produccién y mantenimiento del canto. Esta arquitectura
se conoce, en su conjunto, como el sistema neuronal del canto (ver Figura 1.5). A lo largo de los
afos, una descripciéon anatémica detallada y experimentos de lesiones en distintos ntcleos han
revelado su rol en la codificacién del canto. El circuito del canto puede dividirse en dos sistemas
mayores: el sistema motor del canto (SMP, por su nombre en inglés Song Motor Pathway) y el
sistema anterior del prosencéfalo (AFP, por su nombre en inglés Anterior Forebrain Pathway). Am-
bos sistemas derivan la entrada del ntcleo telencefélico del canto, denominado HVC (nombre
propio). HVC recibe informacién auditiva de una estructura de ntcleos neuronales, andloga a la
corteza auditiva en mamiferos.

Lesiones en el SMP destruyen o afectan seriamente la producciéon vocal, indicando una fun-
cionalidad esencial en el control motor del canto. Lesiones en el AFP, en cambio, no afectan al
canto aprendido pero si reducen su plasticidad. Las neuronas que conforman el SMP y el AFP
presentan algtn tipo de respuesta a estimulos auditivos, indicando una conexién funcional entre
la informacién auditiva y el control vocal (Mooney, 2009a,b).

El sistema del canto constituye una red altamente distribuida en varias regiones del cerebro,
transportando sefiales motoras descendentes y flujos ascendentes de sefiales auditivas, sefiales
propioceptivas e informaciéon motora recurrente. E1 AFP y el SMP tienen origen en dos poblacio-
nes distintas bien definidas de neuronas proyectoras de HVC. Las neuronas HVCg4 inervan al
nucleo robusto del arcopalio (RA) que, a su vez, contiene neuronas que proyectan axones largos
en el tronco encefalico y desencadena en neuronas motoras de la siringe y neuronas respiratorias
premotoras. De esta manera, el SMP provee la base anatémica mediante la cual el telencéfalo
controla la vocalizacién, una estructura que tiene similitudes con el caso humano.

El otro tipo de neuronas proyectoras de HVC (HV Cx) inervan a drea X y, pasando por DLM
y LMAN, conectan indirectamente a HVC y RA a través del AFP. Las neuronas proyectoras de
LMAN se bifurcan: unas desencadenan sinapsis excitadoras rapidas en RA y otras terminan en
area X, generando asi un bucle de retroalimentacién dentro del circuito. Lo importante de esto
es que el AFP s6lo puede influenciar las instrucciones motoras a través del niicleo RA.

RA inerva a varios ntcleos, entre los cuales se encuentra el nXIlIts, cuyos axones inervan direc-
tamente los musculos que rodean la siringe, y los nticleos retroambigualis RAm y parambigualis
PAm, que cumplen roles en el ritmo inspiratorio/espiratorio del ave. Estos circuitos presentan
fuertes similitudes con las vias cerebrales de produccién vocal en mamiferos (Brainard & Doupe,
2013). De particular interés para esta tesis es el nticleo telencefdlico HVC, un ntcleo en el cual
se combinan las representaciones motoras y auditivas del canto. Esto se debe a que las neuronas

de HVC muestran actividad relacionada con la produccién del canto, pero también pueden ser

19



Capitulo 1. Introduccién

excitadas por la presentacion auditiva del canto propio del ave (Margoliash, 1986; McCasland &
Konishi, 1981; Prather et al., 2008; Yu & Margoliash, 1996). Esta propiedad se extiende a todos los
nicleos del sistema del canto “rio abajo” de HVC, y la respuesta neuronal es més fuerte para el
canto propio que para cualquier otro estimulo auditivo (por ejemplo, (Dave & Margoliash, 2000;
Doupe & Konishi, 1991; Solis & Doupe, 1999)). Esta respuesta selectiva al canto propio surge du-
rante el aprendizaje y se conserva en la edad adulta (Doupe & Solis, 1997; Nick & Konishi, 2005;
Solis & Doupe, 1997). Adicionalmente, el dafio a la periferia vocal produce una alteracién audi-
tiva que modifica la respuesta de las neuronas selectivas (Roy & Mooney, 2007; Solis & Doupe,
2000). Resulta interesante, ademads, que las neuronas de HVC muestran propiedades de reflejo
auditivo-vocal. Es decir, el mismo patrén de actividad es generado tanto durante el canto como
durante la percepcion del canto propio (Dave & Margoliash, 2000; Mooney, 2014; Prather et al.,
2008).

Es interesante notar que no existe demora entre el patrén auditivo y el motor, efecto que
convierte a HVC en un buen candidato para explorar la integracién sensorimotora. Al representar
una estructura andloga a corteza, HVC ha sido el objeto de multiples estudios por representar la
ventaja de ser un ntcleo facilmente accesible para realizar los registros neurofisiolégicos. En el
campo de estudio de canto de aves, existe una prevalencia en estudiar la codificacién neuronal
al nivel de estructuras corticales, posicionando a HVC en la parte superior de la jerarquia de
control motor y procesamiento sensorial. En esta seccién, presento dos hipoétesis actuales para la

codificacién sensorimotora en aves canoras y el rol asignado a HVC en cada una de ellas.

1.6.A. HVC es un nticleo neuronal sensorimotor

Experimentos electrofisiol6gicos han demostrado que el ntcleo telencefalico HVC contiene
neuronas cuyas respuestas auditivas tienen una caracteristica paricular (Margoliash & Konishi,
1985). Estas células, conocidas como “neuronas selectivas al canto” responden con una intensidad
significativamente mayor a la presentacion del canto propio del ave, siendo que no responden
a la presentacion auditiva de tonos puros o ruido blanco. Mds atn, en diamantes mandarines
existe una gran preferencia de respuesta del canto propio por sobre la presentaciéon de cantos de
otros individuos de la misma especie. La modificacion sistemética de algunos de los parametros
del canto ha mostrado que las respuestas neuronales de HVC dependen de las caracteristicas
espectrales y temporales del canto (Margoliash, 1983, 1986; Theunissen & Doupe, 1998). Si bien
las neuronas del sistema de canto son sensibles a manipulaciones acusticas, es desconocido si
estas manipulaciones son relevantes para las representaciones internas que el ave utiliza para
producir y percibir sus vocalizaciones.

Las propiedades auditivas altamente selectivas de las neuronas y el hecho de que estas ca-

racteristicas surgen durante el aprendizaje del canto sugieren que estas neuronas juegan un
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Siringe Expiracion Inspiraciéon
| Salida motora | |Entrada auditiva|

Figura 1.5: Esquema del sistema del canto y las vias sensoriales en el cerebro de un ave canora. El sis-
tema neuronal del canto estd compuesto por la via motora del canto (SMP, del inglés song motor pathway,
flechas negras) y la via del prosencéfalo anterior (AFP, del inglés anterior forebrain pathway, flechas rosa-
das). El circuito motor del canto incluye proyecciones “rio abajo” desde HVC asi como una via motora
recurrente que conecta tanto DM como PAm indirectamente a HVC a través de Uva. HVC proyecta hacia
RA, y la actividad de RA se proyecta a DM en el cerebro medio y al nticleo del tronco cerebral: nXIlts
(cuyas neuronas motoras inervan los musculos que rodean la siringe); RAm y PAm controlan la espiracién
/inspiracion, respectivamente. El circuito del AFP presenta una via indirecta de HVC a RA, que se aseme-
ja a los circuitos cortico-basales presentes en los mamiferos (Brainard & Doupe, 2013). Esta via es crucial
para el aprendizaje del canto y el mantenimiento del mismo en adultos. Ademas, HVC recibe informacién
auditiva de dos vias (flechas naranjas). En una via, la informacién auditiva se transmite a través de Uva
a HVC tanto directa como indirectamente a través de Nif. La otra via transmite la entrada auditiva a tra-
vés de Ov. Ov proyecta a un conjunto de niicleos altamente interconectados dedicados al procesamiento
auditivo (Campo L, CM y NCM, representados como “AUD” en la figura). Abreviaturas: nXIlIts, porcién
trdqueo-siringea del ntcleo hipogloso; RA, niicleo robusto del arcopalio; DM, ntcleo intercolicular dorso-
medial; RAm, nticleo Retroambigualis; PAm, nticleo Parambigualis; Uva, nticleo Uvaeformis; Nif, nticleo
interfacial del nidopalio; Ov, ntcleo Ovoidalis; LMAN, ntcleo lateral magnocelular del nidopalio anterior;
DLM, ndtcleo lateral dorsal del tdlamo medial; CM, mesopalio caudal; NCM, nidopalio medial caudal.
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papel importante durante el aprendizaje vocal y en la discriminacién de las vocalizaciones de
adultos (Doupe & Solis, 1997; Margoliash, 1983). El ntcleo neuronal HVC ha sido el foco de
mucha investigaciéon en el campo. De particular interés para el desarrollo de esta tesis resulta
el descubrimiento de que las neuronas en HVC de diamantes mandarines presentan un patrén
de activacién en aves dormidas o anestesiadas que se corresponde con el patrén de activacién
presente durante el dia mientras el ave canta (Dave & Margoliash, 2000).

La selectividad de las neuronas en HVC es el resultado de un procesamiento jerarquico de
las neuronas de la via auditiva, que presentan diferentes niveles de selectividad al canto propio
en diferentes nucleos del sistema (Theunissen et al., 2004). Los tonos sintéticos o ruido blanco
son estimulos pobres para comprender el procesamiento auditivo en los nticleos cerebrales supe-
riores de las aves canoras (Margoliash, 1983; Theunissen et al., 2000). La preferencia por sonidos
naturales y el canto conespecifico por sobre estimulos sintéticos forman parte de esa jerarquia de
procesamiento (Grace et al., 2003). La preferencia por el canto de un macho adulto surge en el
campo L, que es una de las entradas auditivas al nticleo HVC. Entonces, como el procesamiento
auditivo a lo largo de la via auditiva es selectivo a estimulos que van desde sonidos naturales
hasta cantos de la misma especie, en HVC la selectividad se ajusta atin més al canto propio del
ave. Sin embargo, dentro de HVC también existe variabilidad en la selectividad de la respues-
ta (Margoliash et al., 1994) y, para otras especies, variables como el fotoperiodo (relacionado con
la estacién del afio) puede dar lugar a variaciones de selectividad en HVC (Del Negro et al.,
2005).

Que los patrones de disparo de las neuronas selectivas al canto propio en HVC sean similares
mientras el ave canta y mientras el ave escucha una grabacion de su canto convierte a esto tltimo
en una estrategia experimental para estudiar la codificacién neuronal en HVC. De esta manera,
el estudio de la actividad de neuronas en el ntcleo HVC ante presentaciones auditivas del canto

propio provee evidencia indirecta de la actividad durante el canto (Dave & Margoliash, 2000).

1.6.B. La visién “de arriba hacia abajo”

El ntcleo telencefdlico HVC y el ntcleo robusto del arcopalio (RA) (ver Figura 1.5) son ne-
cesarios para la produccién normal del canto. Las lesiones bilaterales de cualquiera de estos
nucleos causan una seria disrupcién en las vocalizaciones producidas (Nottebohm et al., 1976).
La estimulacion eléctrica durante el canto se utilizé para investigar las diferentes funciones de
estos nucleos: la estimulacion de RA distorsioné las propiedades actsticas de la silaba en curso,
mientras que la estimulaciéon de HVC alter6 todo el programa del canto (Vu et al., 1994). A prin-
cipios de este siglo, la tecnologia permiti6 registrar neuronas individuales dentro de los ntcleos
corticales durante el canto. En el nicleo HVC hay dos poblaciones distintas de neuronas: las

interneuronas y las neuronas proyectoras (para una descripcién detallada, ver (Mooney, 2000)).
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A partir de experimentos en los que se mostré que estimular HVC y RA modifican la es-
tructura temporal del canto (Vu et al., 1994) y de la posibilidad de registrar neuronas tinicas en
los niicleos HVC y RA de aves cantando, surgi6 en el campo una visiéon en la que HVC es el
responsable de iniciar y controlar cada instante del programa motor. En este modelo conceptual
se propuso que las neuronas del nticleo HVC que proyectan hacia RA acttian como un forzante
sobre el sistema. De esta manera, distintos conjuntos de estas neuronas dispararian rafagas de
aproximadamente 10 ms de duracién a lo largo del canto y cada réfaga activarfa distintas neuro-
nas en RA, generando asi los patrones complejos de activaciéon observados en ese nticleo. En esta
vision “de arriba hacia abajo” (del inglés top-down), el ntcleo HVC seria el tinico responsable
de codificar todos los detalles del canto; el resto del sistema seguiria la actividad de este nticleo
como si fuera un sistema lineal respondiendo a un forzante, hasta generar los comandos motores
que activan la siringe durante la produccién del canto (Fee et al., 2004; Hahnloser et al., 2002;
Kozhevnikov & Fee, 2007).

La vision “de arriba hacia abajo” gané soporte a partir de experimentos en los cuales se enfrié
el HVC de diamantes mandarines y se observé que todo el programa motor que daba lugar al
canto fue ralentizado (“estirado” temporalmente) (Long & Fee, 2008). La racionalidad detras de
esto fue que si las conexiones de HVC generan una estructura jerdrquica rio abajo, en la cual
HVC es el tinico responsable de la estructura temporal del canto, entonces al enfriarlo el efecto

observable en el comportamiento seria que todo el canto se produce mds lentamente.

1.6.C. Una visién integrada

Desde su inicial establecimiento, diversas observaciones experimentales han cuestionado la
vision “de arriba hacia abajo” presentada en la seccién anterior. Por un lado, un trabajo de
Amador y colaboradores (Amador et al., 2013) mostr6é que las neuronas de HVC disparan pre-
ferentemente en ciertas instancias significativas del canto y no de manera regular cada 10 ms.
Valiéndose del conocimiento adquirido por los trabajos de modelado del funcionamiento de la
siringe (discutidos en Seccion 1.4), estas instancias significativas fueron identificadas como pun-
tos extremos de los gestos motores (trazas de los pardmetros relacionados con la presién en los
sacos aéreos y la tension en los musculos de la siringe). En ese trabajo, se encontré que para dia-
mantes mandarines, las neuronas proyectoras HVCr4 presentaban actividad de disparo fésico
en un entorno de estos extremos (en particular, dados por los comienzos y finales de silabas, los
momentos de discontinuidad en la traza de frecuencia fundamental del sonido, entre otros).

La idea de que el nicleo HVC podria estar codificando informacién de ciertas instancias
motoras significativas en el canto plantea una alternativa a la visién jerarquica de que HVC es
el responsable de iniciar la actividad motora y controlarla instante a instante durante el canto.

Por un lado, en la cadena sinaptica dada por las proyecciones rio abajo de HVC hasta llegar a la
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inervacion de la siringe y la modulacién del flujo de aire para producir canto deberia existir algtin
tipo de retraso en la informacién “originada” en HVC y la ocurrencia de estas instancias en el
canto. Por otro lado, Mindlin y colaboradores (Goldin et al., 2013) replicaron los experimentos de
enfriamiento en HVC, pero esta vez realizandolos en canarios. En estos experimentos se mostré
que si bien existe el fenémeno de estiramiento de la estructura temporal del canto visto por Fee y
colaboradores, al extender el rango de enfriamiento existe también un fenémeno de rompimiento
de las silabas que componen el canto. Este fendmeno no puede ser explicado por la visiéon de
“arriba a abajo”. Para explicarlo, es necesario que exista al menos una escala temporal adicional
a la dictada por las rafagas de disparos en HVC.

Mas recientemente, un trabajo de Mooney y colaboradores (Hamaguchi et al., 2016) retom6
los experimentos de enfriamiento en diamantes mandarines. En este trabajo, los autores utilizan
una variedad de técnicas (enfriamiento del nicleo HVC y Uva, micro-estimulaciones focales,
registros de actividad sindptica y simulaciones computacionales) para demostrar que el tempo del
canto estd determinado por una red neuronal distribuida, de la cual HVC s6lo forma parte. Esto
estd en contraste directo con la visién establecida en el campo en la que las neuronas de HVC
forman una cadena sindptica que dicta la estructura temporal del canto. Por tltimo, también
vale remarcar que el modelo “de arriba hacia abajo” no tiene en cuenta ni asigna ningtn rol a
las conexiones “de abajo hacia arriba” (del inglés, bottom-up) que conectan el tronco cerebral al
telencéfalo (ver las proyecciones desde DM y Uva hacia HVC en Figura 1.5), asi como tampoco
propone mecanismos de sincronizacién entre los nticleos HVC de ambos hemisferios cerebrales.
Existen evidencias que sugieren que la sincronizaciéon entre ambos hemisferios se puede alcanzar
a través de proyecciones ascendentes desde Uva hacia el nticleo HVC contralateral (Ashmore
et al., 2008).

1.7. Modelado del sistema del canto en canarios

El estudio de la dindmica del 6rgano vocal (Secciéon 1.4) y las marcas de dindmicas de baja
dimensién en las variables fisioldgicas relacionadas con el canto (tensién en los musculos que ro-
dean la siringe y, més atin, en la presién en los sacos aéreos) hizo posible describir los patrones de
presion medidos experimentalmente con una arquitectura dada por un oscilador neuronal (Alon-
so et al., 2009; Trevisan et al., 2006). Mds atin, dado el éxito del modelo de produccién vocal de
baja dimensién en capturar las caracteristicas de un canto natural y la observacién de una posible
codificacién en las transiciones de los gestos motores (Amador et al., 2013), esto llevé al desarro-
llo de una hipétesis de trabajo. Esa hipétesis, brevemente discutida en Seccién 1.4, terminé por
conjugarse en la busqueda de un modelo de la arquitectura de circuitos neuronales involucrados
en la produccion del canto que permitiera recuperar las variables fisiolégicas observadas. En

esencia, este enfoque desde la periferia hacia el SNC constituye resolver el problema inverso de
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1.7 Modelado del sistema del canto en canarios

las posibles causas que generan un dado gesto motor.

Dicho modelo, en adicién a reproducir los gestos motores involucrados en el canto, deberia
ser capaz de explicar la creciente evidencia experimental de que HVC no es el tinico responsable
de codificar las caracteristicas temporales del canto, (Goldin et al., 2013; Hamaguchi et al., 2016)
y que el sistema del canto es una estructura bilateral.

De esta manera, investigadores del Laboratorio de Sistemas Dindmicos desarrollaron, en pa-
ralelo al trabajo doctoral contenido en esta tesis, un modelo de la arquitectura de un circuito
neuronal que involucra la actividad de los ntcleos involucrados en la produccién de canto dis-
cutidos en Seccién 1.6, (Alonso et al., 2015). El modelo fue construido de manera modular: la
primera parte consistié en reproducir los patrones de presién observados en canarios a partir
de un oscilador neuronal (poblaciones de neuronas excitadoras e inhibitorias acopladas entre
si), para luego incorporar esta estructura en una arquitectura neuronal y recuperar las entradas
necesarias para reproducir los patrones de presiéon a partir de la conjugacién de la actividad
poblacional de cada ntcleo. De esta manera, la salida del modelo puede ser contrastada con
variables fisiol6gicas que pueden medirse durante la generacién del comportamiento (Goller &
Suthers, 1996a,b; Goller & Cooper, 2004; Suthers et al., 1999). Los modelos de esta indole son ti-
picamente de naturaleza fenomenolégica (Alonso et al., 2009; Hoppensteadt & Izhikevich, 2012).
Sin embargo, recientemente se han desarrollado técnicas que permiten calcular medidas de la
actividad global a partir de unidades excitables acopladas (Roulet & Mindlin, 2016). La dindmica
derivada de los primeros principios para esas variables colectivas es similar a la que muestran

las variables de los modelos de tasa fenomenoldgica.

1.7.A. El modelo “circular”

Como se menciond en la seccién anterior, los patrones motores utilizados para generar el
canto se pueden reproducir con éxito mediante un sistema dindmico de baja dimensién (Alonso
et al., 2015; Amador & Mindlin, 2014; Trevisan et al., 2006). En Figura 1.6a se muestra un patrén
respiratorio representativo correspondiente a un canto completo de un canario. Las letras ma-
yusculas (A,B,C,D) indican gestos de presion cualitativamente distintos, involucrados en frases
de canto que poseen distintas caracteristicas actsticas (duracién, frecuencia fundamental, etc.).
Por ejemplo, los gestos de presiéon indicados como “D” en la figura corresponden silabas como
las de larga duracién remarcadas en Figura 1.1. Los 4 gestos de presion mostrados en la figura
corresponden a las 4 familias de silabas posibles en el repertorio de un canario (Alliende et al.,
2010).

A su vez, en Figura 1.6b se muestra un esquema del nicleo RAm, considerado como un area
relacionada con la espiracién durante el canto y en directo control de los patrones de presion

generados a nivel de la periferia biomecénica. Este ntcleo estd modelado como un oscilador
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neuronal, a partir de un modelo aditivo sencillo de poblaciones de neuronas excitadoras e inhi-
bitorias interconectadas (Hoppensteadt & Izhikevich, 1996; Trevisan et al., 2006). A la derecha de
la arquitectura se muestra el diagrama de bifurcaciones del sistema en funcion de los parametros
que modulan la actividad de cada poblaciéon (“entradas” en la figura). Notar que los distintos
gestos son reconstruidos a partir de distintas trayectorias en el espacio de pardmetros. Estas tra-
yectorias se usaron para sintetizar los gestos de presién que se muestran en el panel derecho de
Figura 1.6a. Para los gestos marcados como C y D, se necesita una entrada estructurada (rutas
azul y roja en el espacio de pardmetros). Las lineas azules representan una entrada del tronco
cerebral, mientras que las lineas rojas, la entrada del telencéfalo. Las variables de este sistema
dindmico son las actividades promedio de la poblacién de neuronas excitadoras x; e inhibitorias

x2, dadas por:

X = —x;i + S(pi + a1ix1 + a2ix2)) (14

,ooni=12y S(x) =1/(1+e¥); p1(t) y p2(t) representan la variacién temporal en la
activacion de cada una de las poblaciones y las constantes ay; y ay; describen la arquitectura de
la conexién entre ellas. De esta manera, la salida del SNC dada por RAm es modelada a partir
de los gestos de presion registrados experimentalmente.

Luego de identificar las soluciones para cada gesto (trayectorias en el diagrama de bifurca-
ciones en Figura 1.6), el siguiente paso del modelado fue incorporar este modelo de RAm a un
circuito cuya arquitectura estuviera dada por las conexiones mencionadas en Figura 1.5. De es-
ta manera, se obtiene un modelo cuyas variables son las actividades poblacionales de distintos
nucleos involucrados en la produccién del canto. La observacion de disparos neuronales en sin-
cronia con la transicién de gestos motores no puede ser explicada con la visién “de arriba hacia
abajo” para HVC, en la cual el programa motor comienza en HVC y se proyecta rio abajo hasta
la produccién del canto. Sin embargo, la ocurrencia de esos eventos puede ser compatible bajo la
suposicién de que tanto HVC como el area encargada de coordinar los gestos motores necesarios
para el canto reciben una entrada comiin desde otra region del cerebro.

El diagrama de conexiones para este modelo, que llamaré “modelo circular” puede encon-
trarse en Figura 1.7a. Un 4rea plausible de ser la iniciadora del programa motor podria ser DM,
pero en el desarrollo del modelo se lo denomina “area iniciadora” (IA, initiating area, marcado
con azul). Este nticleo provee una rafaga inicial de actividad de corta duracién (unos pocos mili-
segundos) que proyecta directamente a un drea relacionada con la espiracién (ER, putativamente,
RAm, marcado con negro) y también es proyectada hacia el telencéfalo via un ntcleo talamico,
Uva, que acttia como un relé de la actividad en IA. En HVC, la actividad es modelada como un
pulso cuadrado que dura unas pocas decenas de milisegundos (20-40 ms), retrasado respecto

del pulso generado por IA. Esto genera una rafaga de actividad en el nicleo que puede sumarse
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Figura 1.6: Modelado de patrones respiratorios del canto de un canario. (a) Presién de sacos aéreos
medida experimentalmente (izquierda) y reconstruccién por el modelado de un niicleo relacionado con
la actividad espiratoria (derecha). Las letras y barras negras (A,B,C,D) marcan gestos de presién involu-
crados en cada una de las cuatro familias de silabas posibles para un canario (ver Seccién 1.3, (Alliende
et al., 2010; Trevisan et al., 2006): (A) soluciones pulsétiles, (B) P1, (C) P2 y (D) PO (estos patrones seran
discutidos en mayor detalle en Capfitulo 4). (b) Diagrama de un modelo del nticleo neuronal espiratorio
RAm como un oscilador neuronal (poblaciones de unidades inhibitorias y excitadoras acopladas entre si).
La actividad de cada poblacién estd impulsada por las entradas provenientes del tronco encefalico y RA
(izquierda, para més detalle ver texto). Para ver los valores de los pardmetros utilizados en la simulacién,
ver (Alonso et al., 2015). (Derecha) Diagrama de bifurcacién en términos de las entradas a las poblaciones
inhibitorias y excitadoras. Las bifurcaciones (lineas negras) separan las regiones del espacio de parametros
con comportamientos cualitativamente diferentes. Las flechas (codificadas por colores como en la figura
de la izquierda) muestran las trayectorias en el espacio de pardmetros correspondientes de las entradas a
las poblaciones de RAm para generar las soluciones mostradas en (c). Figura adaptada de un articulo de
revisién en el que participé (Amador et al., 2017).
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a un nivel de actividad basal uniforme, posiblemente generada dentro del mismo ntcleo. Las
proyecciones de HVC a RA excitan la dindmica de este nticleo que, como el drea relacionada con
espiracion, presenta una dindmica dada por un oscilador neuronal. Con el patrén de actividad
neuronal enriquecido, la proyeccién llega finalmente al drea relacionada con la espiracién (ER,
expiratory-related area), otorgando la dindmica necesaria a las poblaciones de ER para generar
los patrones de presién necesarios. En Figura 1.7b se muestran las trazas de actividad para los
distintos nticleos mostrados en el diagrama de conexiones en Figura 1.7a. En cada caso, las li-
neas punteadas grises marcan el comienzo de pulso de actividad en IA. Para el caso de HVC,
las lineas punteadas verdes marcan la posibilidad de la presencia de una actividad periédica
interna a HVC, conformando un refuerzo de la actividad con cada silaba en las frases de tipo
P1 o tipo pulsétil. La dindmica interna de RA, impulsada por las proyecciones de HVC genera
patrones con una dindmica rica que, al integrarse rio abajo termina por generar gestos de presion
comparables a los medidos.

Este modelo es capaz de dar cuenta de multiples observaciones experimentales. En primer
lugar, como se mencioné anteriormente, los experimentos de enfriamiento de HVC dieron sus-
tento a la hipétesis del reloj, debido a que al hacer la dindmica de HVC més lenta, el programa
motor se estiraba (Long & Fee, 2008). Sin embargo, esa misma hipétesis no puede dar cuenta
de como ocurre la sincronizacién bilateral en HVC (Schmidt, 2003), ni del rompimiento de si-
labas en canarios en experimentos similares (Goldin et al., 2013) o de que el enfriamiento del
nucleo Uva también afecta la dindmica del canto (Hamaguchi et al., 2016). El modelo presenta
una arquitectura “minima” en el sentido de que existen mds nicleos que forman conexiones
con los nticleos tenidos en cuenta; no obstante, la dinamica dada por el modelo circular permite
reproducir los efectos del enfriamiento en HVC, mostrando gestos de mayor duracién y el rom-
pimiento de silabas (Alonso et al., 2015). Adicionalmente, la inclusién de Uva hace que el rol
de las proyecciones bilaterales pueda ser tenida en cuenta en el modelado (Alonso et al., 2016).
A su vez, este modelo da cuenta de la existencia de un nivel de actividad “continua” en HVC,
compatible con observaciones experimentales (Hahnloser et al., 2002; Lynch et al., 2016; Picardo
et al., 2016), asi como de la presencia de instancias inhomogéneas de excitacién que son necesa-
rias para dar forma a los gestos de presion involucrados en el canto de canarios rio abajo. Estas
instancias son conceptualmente similares a las transiciones de gestos observada en diamantes
mandarines (Amador et al., 2013), y basicamente significan que HVC estaria conteniendo infor-
macién motora y no solamente formando la cadena de tiempo del canto. Tras una extension de
la arquitectura mostrada en Figura 1.7 para incorporar las componentes bilaterales y realizar un
modelado detallado de los pesos sindpticos necesarios para articular la actividad en ambos he-
misferios, el modelo realiza una serie de predicciones especificas para ser puestas a prueba con
registros neuronales. En particular, sobre instancias de disparo sincronizado a nivel poblacional

en neuronas proyectoras de HVC (Alonso et al., 2016). Estas predicciones son:
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Figura 1.7: Modelo “circular” para el sistema neuronal del canto en canarios. (a) Arquitectura de un
circuito minimo involucrado en la produccién del canto. IA, drea iniciadora de la actividad (putativamente
DM, ver Figura 1.5). La actividad de IA es modelada como un pulso cuadrado de corta duracién (del orden
de unos pocos milisegundos). Esta actividad es proyectada directamente a un édrea relacionada con la
espiracion (ER, putativamente RAm) y al regiones del telencéfalo a través de un relé via Uva. La actividad
es procesada en HVC y proyectada a RA, que también estd modelado como un conjunto de poblaciones
excitadoras e inhibitorias). Finalmente, la actividad enriquecida por la dindmica de los ntcleos en el
telencéfalo converge nuevamente en ER, generando los patrones de presion de las 4 familias de silabas del
repertorio de un canario (ver Figura 1.6). (b) Trazas de actividad en los distintos ntcleos necesarias para
generar los patrones de presién mostrados en la parte inferior. La linea punteada gris marca el comienzo
del programa motor en IA. Las lineas punteadas verdes en HVC corresponden a actividad periédica que
es compatible - pero no necesaria - para producir los gestos de presién en frases tipo pulstil y P1. Figura
adaptada de (Alonso et al., 2015).

= Réafagas de actividad en la transicion entre silabas de tipo pulsatil y P1 ocurriendo de

manera sincronizada y de forma bilateral.

= La existencia de rafagas de actividad sincronizada bilateralmente, ocurriendo con un re-
traso de unas pocas decenas de milisegundos respecto del inicio de cada silaba PO y P2.
La prediccién en silabas del tipo PO es de suma relevancia, dado que son las silabas de
mayor duracién en el repertorio de los canarios y, como tal, para las cuales se maximiza
la diferencia entre la hipétesis del reloj y el modelo circular. Acorde a la primera, deberia
existir una actividad continua durante cada silaba, mientras que el modelo predice que ha-
bréa s6lo una instancia de excitacion marcada. En la escala de estas silabas, esto se traduce
a “huecos” de instancias marcadas de actividad durante la mayor parte de la duracién de

la silaba.
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= La existencia de réfagas breves de actividad al comienzo de un pulso espiratorio del tipo

pulsatil.

» Para las silabas del tipo pulsatil y P1, puede existir un refuerzo periédico de la actividad

en HVC con cada silaba de la frase, ademds del pulso inicial.

» La existencia de rafagas de actividad en Uva previo al inicio de cada silaba, al menos de

tipo PO, P2 y al comienzo de frases pulsatiles.

Es importante notar, adicionalmente, que este modelo construye un puente entre la posible
actividad en los nticleos del SNC y la salida relacionada con el comportamiento. Esto se logra al
incluir una conexién de IA hacia el nticleo nXII, cuyas neuronas motoras inervan directamente la
musculatura que rodea la siringe. Modelando la salida en cuanto a gestos de presién y tension,
es posible obtener canto sintetizado con el modelo de produccién vocal mostrado en Seccién 1.4.

Para ver esto en detalle, consultar (Alonso et al., 2016).

1.8. Sobre esta Tesis

En esta tesis estd contenido mi trabajo doctoral realizado en el Laboratorio de Sistemas Di-
ndmicos (DE, FCEyN, UBA). Desde mi primer dia trabajando en el laboratorio, esta aventura
interdisciplinaria estuvo plasmada del conocimiento y la forma de pensar los problemas que -
espero - haber captado en mi descripcién durante esta introduccion. En esta travesia, el liderazgo
y la presencia de mi directora, la Dra. Ana Amador fueron cruciales en mi formacién. No sélo
esto, sino que las preguntas cientificas a lo largo de esta tesis vinieron de la mano del desarrollo,
puesta a punto e incorporacién de tecnologias y técnicas que previamente no estaban disponibles
en el laboratorio, lo cual - a pesar de las dificultades en poner a punto una técnica - fue uno de
los motivos por los cuales supe que queria trabajar en el laboratorio bajo la direccion de Ana.

Esta tesis, como resultado, es un conjunto de tres historias - divididas en cuatro capitulos -
cuyo hilo conector es la filosofia detrds de las preguntas, el objeto de estudio y la metodologia
de trabajo. En los siguientes dos capitulos (Capitulo 2 y Capitulo 3) detallaré dos series de expe-
rimentos realizadas en diamantes mandarines. El eje central de Capitulo 2 tiene su origen en el
descubrimiento de que es posible generar respuesta auditiva en neuronas del nticleo HVC con
el canto sintetizado a partir de una grabacién (Amador et al., 2013). Mi aporte a los resultados
de este capitulo fue, en primer lugar, la construccién de una estacién para realizar cirugfas y
registros electrofisioldgicos in vivo en animales anestesiados (la construccion de esta estacion de
trabajo y la puesta a punto a partir de las primeras cirugias fue mi trabajo de tesis de Licencia-

tura) y luego, la parte experimental del trabajo, que consistié en realizar las cirugias y registros
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en neuronas del ntcleo telencefdlico HVC en animales anestesiados. Los resultados de esos ex-
perimentos, y que conforman el Capitulo 2 han sido publicados (Boari et al., 2015). A partir de
los resultados hallados, en Capitulo 3 se estudi6 la respuesta de las neuronas de HVC ante una
variacién actstica del canto, puesto que la codificaciéon neuronal a nivel de ese nicleo atin no
son entendidas por completo. Estos resultados también fueron previamente publicados (Boari &
Amador, 2018).

Los ultimos dos capitulos (Capitulo 4 y Capitulo 5) forman parte de una misma historia y -
me atrevo a decir - la méds audaz de esta tesis. Actualmente existen dos modelos propuestos para
la codificacién neuronal en el sistema del canto, planteando dos filosofias cientificas diferentes.
En una, se considera que la generacion del comportamiento estd enteramente dictada por el
cerebro, y que el cuerpo no hace més que seguir las instrucciones generadas por él (enfoque “de
arriba hacia abajo”, o top-down). En otra, se propone que el comportamiento emerge de una
relacién sinérgica entre el cerebro y la periferia (enfoque “de abajo hacia arriba”, o bottom-up),
y plantea que la codificacién neuronal del comportamiento requiere una mirada integradora.

El trabajo de esta tesis y, en particular los experimentos que detallaré en Capitulo 4 y Ca-
pitulo 5 tienen como objeto aportar al debate entre estas dos fiolosofias en el canto de aves, en
particular al estudiar la validez de las hipétesis propuestas por el modelo circular descripto en
Seccién 1.7. Esto requiri6 el cambio de especie de estudio, la incorporacién de una nueva tec-
nologia de registros y la descripcién de una medida electrofisiolégica que no ha sido explorada
por completo con anterioridad en aves. Al momento de escribir estas palabras, los resultados

contenidos en estos capitulos atin no han sido publicados.
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CAPITULO

Reconstruccidon automatica de gestos

motores

2.1. Motivaciones

La produccién de canto en aves requiere de la coordinacion de la actividad de maltiples
sistemas sensoriales y motores, como se discuti6é en Capitulo 1. Dada la gran cantidad de vias
e influencias en los circuitos involucrados, resulta un gran desafio conceptualizar cémo es el
procesamiento de la informacion en el sistema del canto. El estudio de los mecanismos fisicos
detras de la produccién del canto de aves incluyd, a lo largo de los afios, la generacién de cantos
sintéticos con modelos dindmicos simples (Gardner et al., 2001; Laje et al., 2002) y la valida-
cién del modelo a partir de mediciones directas de las variables fisiologicas propuestas para
controlar la siringe (Mindlin et al., 2003), estableciendo asi la relevancia biol6gica del modelo
dindmico. Adicionalmente, se estudio la correlacion entre los parametros dependientes del tiem-
po necesarios para sintetizar el canto y las mediciones experimentales de las variables motoras
involucradas (Perl et al., 2011). Esta linea de investigacién permite utilizar a un modelo dindmico
de baja dimensién para la produccién de canto como un marco en funcién del cual estudiar las
instrucciones de salida del sistema neuronal del canto.

En un trabajo de Amador y colaboradores (Amador et al., 2013) se estudi6 otra forma de rele-
vancia biolégica del modelo de produccién de baja dimension, al mostrar que sonidos sintetiza-
dos por el modelo son capaces de generar respuesta en neuronas de HVC (un ntcleo sensorimo-
tor del cerebro de las aves canoras, ver Seccion 1.6) que son altamente selectivas a presentaciones
auditivas del canto propio.

Mas alld de la validacion de una descripcién de baja dimension para la biomecénica de la
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produccién del canto de aves, el pequefio nimero de pardmetros dependientes del tiempo re-
queridos para generar la sintesis (SYN) motivo la introduccién del concepto de “gestos” motores
en la produccién del canto. Estos gestos estdn conformados por una secuencia de trayectorias
que ocurren cerca de bifurcaciones en un espacio formado por parametros relacionados con la
presioén de los sacos aéreos y la tensién de los labios en la siringe.

Un resultado importante fue la coincidencia entre los tiempos de los extremos de trayec-
toria de los gestos (GTE, por su nombre en inglés gesture trajectory extrema) y los disparos en
estas instancias de neuronas individuales en el nicleo HVC. Este fenémeno permitié concep-
tualizar la visién alternativa del c6digo neuronal en HVC que dio lugar al modelado descripto
en Seccién 1.7. Para la generacién de canto sintético, un resultado previo mostré que los ges-
tos involucrados en la produccién de canto pueden ser recuperados a partir del andlisis de una
grabacion de sonido (Perl et al., 2011). Valiéndose de este resultado, los autores realizaron un
proceso algoritimico - aunque manual - para reconstruir los gestos motores involucrados en el
canto (Amador et al., 2013). Por este motivo, en ese trabajo se utiliz6 un conjunto de cantos redu-
cido y de (relativamente) baja complejidad dentro de los repertorios de diamantes mandarines.

En pos de construir una herramienta que pudiera ser adoptada por la comunidad y de eva-
luar la efectividad del modelo de produccién de canto al sintetizar cantos mdas complejos, la
motivacion del trabajo contenido en este capitulo fue demostrar la utilidad general de un proce-
dimiento algoritmico y automatico para reconstruir las trayectorias de los gestos motores.

En este capitulo introduciré este procedimiento y mostraré el método automético de recons-
truccion de gestos y sintetizacion de canto realista para diamantes mandarines, asi como los
experimentos realizados para corroborar la relevancia del procedimiento completamente auto-
matizado. En esta evaluacion, se retomo la estrategia utilizada a partir de estudiar la respuesta de
neuronas en HVC ante presentaciones auditivas de este canto sintético (Amador et al., 2013). Este
proyecto fue una colaboracién con otro estudiante de doctorado en ese momento en el laborato-
rio, Yonatan Sanz Perl y con Gabriel Mindlin, quienes son co-autores del trabajo publicado (Boari
et al., 2015). Los experimentos contenidos en este capitulo se corresponden, adicionalmente, a los
primeros registros electrofisioldgicos de actividad neuronal llevados a cabo en el Laboratorio de

Sistemas Dindmicos, como parte de mi tesis doctoral.

2.2. Métodos tedricos

2.2.A. Reconstruccion automadtica de gestos

La primer parte de este trabajo comienza con la automatizacién del procedimiento para re-
construir los gestos motores a partir de una grabacion del canto. Estos gestos estan dados por

las trazas temporales de los parametros a y f, relacionados con la presién en los sacos aéreos y

34



2.2 Métodos tedricos

la tensién de los musculos de la siringe, respectivamente (ver Seccién 1.4). En principio, tanto «
como B pueden ser controlados de manera independiente y por lo tanto, deberian ser ajustados
para poder obtener las distintas soluciones. Sin embargo, la variacién de SCI a lo largo de las
isofrecuencias es pequefia para el rango de valores & donde ocurren las bifurcaciones del tipo
SNILC (ver Figura 1.2, (Amador & Mindlin, 2008)). Dado que gran parte de las vocalizaciones
de diamantes mandarines ocurren en la cercanifa de una bifurcacién de este tipo (sonidos con
alto contenido espectral), una simplificacién asumida por la reconstruccién automatica consistié
en binarizar el pardmetro relacionado con la presion, utilizando un valor de a,, = 0,15 para re-
presentar los estados “encendidos” (es decir, soluciones correspondientes a fonacién) y un valor
de a, ff = —0,15 para las secciones asociadas a intervalos de silencio. De esta manera, el control
de la frecuencia queda determinado por las variaciones de B(t). El rango de valores explorado
para 3 para soluciones con diferentes valores de frecuencia fundamental y contenido espectral
fue 0,002 < B < 2,99. Este rango de valores para a y § permiti6 sintetizar sonidos con frecuencias
fundamentales entre 413 Hz y 6780 Hz, que corresponden al rango de frecuencias fundamentales
encontradas en los cantos de los diamantes mandarines.

La reconstruccién de los gestos motores involucrados en el canto comienza con el andlisis de
un canto grabado. Para este proceso, se trabajé con archivos de sonido digitalizados a 44100 Hz.
Se realiz6 un filtro Gabor de ventana deslizante en los datos de los cantos grabados, definiendo
segmentos de 1024 muestras centradas en cada punto. Para cada segmento, se aplicé un filtro de
Gabor (0 = 220 muestras). Este filtrado elimina discontinuidades en los bordes de las ventanas
tomadas para el andlisis espectral, dado por una transformada rdpida de Fourier en cada seg-
mento filtrado. En los segmentos correspondientes a fonacion, se detectan maximos de manera
muy clara por encima de un umbral en el espectro de potencia. Cada segmento que califica como
fonacién tuvo al menos una frecuencia para la cual la raiz cuadrada de su potencia resulté mayor
que 12000 (unidades arbitrarias). Esto corresponde a aproximadamente el 5% de la potencia en
la frecuencia fundamental de una vocalizacién tipica del diamante mandarin.

Si el segmento corresponde a fonacién, se identificé el primer pico entre 400 Hz y 8000 Hz
como la frecuencia fundamental. El procedimiento se repitié para cada muestra en un intervalo
de fonacién. Una vez que se obtuvo la frecuencia fundamental para cada segmento de sonido,
el valor de B asociado con la frecuencia fundamental mds cercana se recuper6 de la base de
datos mencionada en Seccion 1.4. Esto permitié simplificar la tarea de reconstruir los parame-
tros dependientes del tiempo necesarios para realizar la sintesis. El par (« = 0,15 ; ) calculado
en cada intervalo corresponde a los pardmetros que impulsan las ecuaciones que gobiernan el
comportamiento de los labios de la siringe. Esto constituye una simplificacién computacional
con respecto a estudios previos (p. €j., el ejemplo mostrado en Figura 1.2), para los cuales se
ajusto6 el par («, B) a cada segmento para minimizar simultdneamente las diferencias entre el SCI

y la frecuencia fundamental de los sonidos sintéticos y los sonidos grabados. Esta simplificacién,
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sin embargo, no representé una disminucion de la dimensionalidad del problema, debido a que
todavia se utiliza una medida relacionada con la presién para sintetizar cantos realistas, dada
por la envolvente de sonido. Para sintetizar cantos realistas, la envolvente provee un sustituto de
la presion en los sacos aéreos. La salida de la fuente de sonido es filtrada por una serie de tubos
que conforman el tracto vocal. El filtro final, un resonador de Helmholtz con pérdidas (emu-
lando la cavidad orofaringea-esofdgica), se calculé resolviendo el sistema lineal de ecuaciones
diferenciales que representan su circuito equivalente (Perl et al., 2011). En estudios anteriores,
los cantos sintetizados con un modelo de resonancia mas simple de la OEC no lograron generar
respuesta auditiva en las neuronas de HVC (ver Fig. Complementaria 1 en Amador et al. 2013).
El elemento final requerido para la sintesis de cantos artificiales fue agregar un nivel de ruido
en uno de los pardmetros (Perl et al., 2011). Este ruido se agreg6 al pardmetro que representa
la tensién labial B, compatible con lo observado en registros de electromiografia (EMG) de la
actividad de los musculos que rodean la siringe (observaciones personales de G. B. Mindlin). En
las simulaciones mostradas en este capitulo, se agregé ruido gaussiano a 8, con una amplitud de
tres 6rdenes de magnitud menor que el rango total. La ausencia de ruido lleva a que los sonidos
sintéticos provoquen sélo respuestas débiles en las aves que estdn dormidas o anestesiadas (ver
Fig. 1 complementaria de (Amador et al., 2013)). Los cédigos para implementar este procedi-
miento se pueden descargar desde http : / /www.lsd.df.uba.ar. Para los métodos completos para
la sintetizacién de canto, detallando los pardmetros utilizados para los filtros, ver (Boari et al.,
2015).

2.3. Métodos experimentales

En Seccion 2.2 se detall6 andlisis de las sefiales de sonido y la estrategia empleada en la
reconstruccién automatica de los gestos involucrados en la produccién del canto. En esta segunda
seccion dedicada a métodos se detallan los procedimientos experimentales que llevaron a los
primeros experimentos de la medicién de actividad neuronal en animales anestesiados en el
Laboratorio de Sistemas Dindmicos. El objetivo es validar la estrategia automatizada a partir
de utilizar una medida biolégica de alta sensibilidad: la respuesta selectiva al canto propio por
parte de neuronas en HVC, un nicleo sensorimotor en el cerebro de las aves canoras. Previo
a estos experimentos, esta estrategia ya habia sido empleada en para evaluar la respuesta de
canto sintético (Amador et al., 2013). La diferencia con respecto a los cantos sintéticos generados
en ese estudio estuvo dada por el desarrollo del algoritmo de automatizacién del proceso de
generacion de canto sintético. Estudiar la respuesta ante el canto sintético no sélo es de interés
para validar el proceso de automatizacion, sino que también permite estudiar la codificacién de
caracteristicas sensibles que generan la respuesta selectiva para, de esta manera, comprender el

cédigo empleado en HVC en la producciéon del canto. Los experimentos realizados para este
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fin fueron los primeros registros de medicioén de la actividad neuronal en el laboratorio. Para
poder llevarlos a cabo, me vali de la experiencia adquirida durante mi tesis de licenciatura, en la
cual disefiamos, construimos y pusimos a punto la infraestructura para realizar experimentos de
selectividad en HVC en el Laboratorio de Sistemas Dindmicos (DF, FCEyN, UBA).

2.3.A. Sujetos experimentales

Se realizaron experimentos en diamantes mandarines machos adultos de acuerdo con un
protocolo aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad
de Buenos Aires (CICUAL - FCEN-UBA). Los animales fueron obtenidos de criadores locales y

mantenidos en el laboratorio, donde tuvieron acceso a comida y agua ad libitum.

2.3.B. Estimulos

Para cada sujeto experimental, se llevaron a cabo sesiones de grabacién del canto con un
micréfono direccional en el interior de una cdmara de atenuacién actstica. Para cada ave, las
grabaciones fueron estudiadas con el fin de poder determinar el motivo de canto y su longitud
mads representativa. Los estimulos auditivos utilizados durante los experimentos se elaboraron
repitiendo un mismo motivo de canto tres veces consecutivas, respetando los tiempos entre moti-
vos encontrados para cada animal. Este procedimiento permite eliminar el grado de variabilidad
en la respuesta asociado a presentar motivos con leves variaciones entre si. Los estimulos pre-
sentados incluyeron: 1) canto propio del ave (BOS), 2) BOS presentado temporalmente invertido
(REV, en el que la estructura temporal de las silabas individuales y el orden global de silabas
se invirtieron pero el espectro general fue el mismo que el BOS) 3) canto de un macho adulto
conespecifico (CON); y 4) copia sintética generada por una reconstrucciéon automatica de BOS
(AUTO). Se presentaron 20 repeticiones de cada estimulo ordenados al azar, con un intervalo

entre presentaciones de 10 s.

2.3.C. Cirugias

Para realizar los experimentos, fue necesario realizar una cirugia preparatoria. En esta cirugia,
los animales fueron anestesiados con isoflurano (Baxter Healthcare) y ubicados en un dispositi-
vo estereotaxico. Tras aplicar un ungiiento de lidocaina al cuero cabelludo(2.5 %, Denver Farma,
Argentina), éste se diseccioné a lo largo de la linea media para implantar un poste de acero
inoxidable a la parte caudal del crdneo del ave. La unién se realizé con cemento dental y cianoa-
crilato. Esta cirugia fue realizada dos dias previo a los dias de registros de actividad en HVC, y
la recuperacion de la anestesia gaseosa ocurre a minutos del cese de su administracién. El fin de
este poste implantado en el crdneo del ave es el de fijar la cabeza en un marco estereotdxico cons-

truido ad hoc para realizar experimentos en los cuales se presentan estimulos auditivos y, de esta
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manera, se evita la obstrucciéon del canal auditivo con barras en las orejas (arreglo tipico de un
dispositivo estereotdxico). En la fijacién de este poste, el pico y la cabeza quedaron dispuestos en
45deg respecto de la linea horizontal, para poder utilizar las coordenadas de atlas estereotaxicos
en la identificaciéon de HVC los dias de registro. En los dias de los experimentos, los animales
fueron anestesiados con uretano al 20 % (60 a 100 u! en total; Sigma, St. Louis, MO, EEUU) ad-
ministrado en el musculo pectoral en alicuotas de 20 a 30 u!/ a intervalos de 30 minutos. El ave se
coloc6 en una cdmara de atenuacién acustica y se fijo su cabeza a través del poste montado. Se
realizaron pequefas craneotomias sobre HVC siguiendo coordenadas estereotaxicas, y se abri6
la duramadre con una aguja 30G. Los microelectrodos de registro se introdujeron en HVC con

un micromanipulador hidrdulico de un solo eje (Narishige MO-10).

2.3.D. Registros electrofisiol6gicos

Los registros se realizaron con microelectrodos de tungsteno de un solo canal (3-5 M2, Mi-
croprobes). Durante los experimentos, las sefiales fueron monitoreadas en tiempo real utilizando
un osciloscopio (TekTronix TDS 1012) y un monitor de audio (Grass Technologies AM10). Las
neuronas HVC se identificaron por coordenadas estereotéxicas, tasas de disparo y la respuesta
selectiva al canto propio del ave. Las sefiales fueron amplificadas y filtradas en la adquisicion
(amplificador AM Systems, filtros de entrada configurados como pasabanda de 300 Hz a 5000
Hz). Los datos fueron adquiridos con una tarjeta de adquisicién de datos (National Instruments
DAQ PCI-6251), y la toma de datos fue configurada con cédigos desarrollados en MATLAB para
este fin. El inicio de la adquisicién de datos se sincronizé con el inicio de la presentacién del
estimulo (retraso <0.03 ms), logrado mediante el uso del bus RTSI en la placa DAQ (bus NI pa-
tentado). La frecuencia de muestreo fue ajusté de 20 kHz. En Figura 2.1 se muestra un diagrama
de las conexiones de los dispositivos, asi como un esquema del campo de trabajo tras la cirugia
para acceder con el electrodo a HVC. El “Punto Y” marcado en la figura corresponde al marcador
neuroanatémico utilizado como referencia para definir las coordenadas estereotaxicas de HVC.
Tras introducir el electrodo, el marco estereotdxico en el que se encuentra el animal permanece
en el interior de una sala de atenuacion actstica en la cual se encuentra un parlante (utilizado
para la presentacién de los estimulos) y una cdmara web que se utiliza para monitorear al animal

mientras la sala de atenuacién permanece cerrada.

2.3.E. Anailisis y procesamiento de sefiales neuronales
Clasificacién de espigas

La deteccion y clasificacion de espigas en la sefial neuronal - correspondientes a potenciales

de acciéon medidos de manera extracelular - se realiz6 una vez finalizados los experimentos. El
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Figura 2.1: Esquema de conexiones durante los registros de actividad electrofisiolgégica en HVC. (a)
Esquema de campo de trabajo durante las cirugias para acceder a medir actividad neuronal en HVC en
animales anestesiados. El “Punto Y” marca el punto de referencia utilizado para marcar las coordenadas
estereotdxicas de HVC. (b) Conexiones de los dispositivos utilizados durante el experimento. El animal
anestesiado se sitfia en el marco estereotéxico utilizado para realizar las cirugias, en el interior de la sala
de atenuacién actstica. El monitoreo de las sefiales se realiza en linea a partir de un osciloscopio y un
monitor de audio. Las sefiales fueron pre-amplificadas y amplificadas por un amplificador analégico (AM
Systems), con un filtro de entrada entre 300 Hz y 5000 Hz para aislar las espigas neuronales correspon-
dientes a potenciales de accién en la sefial. La adquisicion fue configurada con la PC y con programas
desarrollados para controlar una placa National Instruments.

software utilizado para este fin fue wave_clus (Quiroga et al., 2004), una implementacion de
agrupamiento superparamagnético sobre la descomposiciéon en componentes de ondicula para
las formas de onda detectadas. Este programa es semi-supervisado, en el sentido de que presenta
una clasificacién inicial de manera automdtica en los distintos grupos de espigas detectados
(putativamente, un grupo corresponde a una neurona) que luego debe ser evaluada por un
usuario humano. El desempefio del programa fue evaluado a partir de la inspeccién de las
formas de espiga detectadas, su amplitud, distribuciones de intervalos interespiga (ISI, del inglés
interspike interval) y la separacion de los grupos en la proyeccién de distintos subespacios de
coeficientes de ondicula. Los intervalos interespiga son una medida comtinmente utilizada para
caracterizar estadisticamente un tren de espigas. En algoritmos de clasificacion suele utlizarse,
adicionalmente, como una medida posible de la calidad de la separacién. Debido al periodo
refractario neuronal, no deberian existir intervalos entre espigas < 1 ms. En caso de existir un
gran ntimero de eventos que violen el periodo refractario, se estaria en presencia de una actividad
multiunidad y no de la actividad de neuronas individuales correctamente aisladas.

Tipicamente, se aislaron de una a tres neuronas por sitio de registro. Los sitios donde los
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registros se degradaron antes de que se presentara el repertorio completo de estimulos fueron
descartados del anélisis. La salida del proceso de clasificacion consiste en una lista de los tiempos
de cada evento detectado y la etiqueta de a qué grupo corresponde cada espiga. A partir de la
etiqueta del grupo, se obtiene la actividad de las distintas neuronas involucradas y los tiempos

en que disparé un potencial de accién.

Cuantificaciéon de la actividad

Tras el proceso de clasificacion de espigas se lograron aislar trazas de actividad de neuronas
individuales en el registro. Para cuantificar la respuesta a los estimulos presentados, se usé la
informacién conjunta de todos los ensayos correspondientes a un estimulo dado para calcular
los histogramas de respuesta PSTH (del inglés post-stimulus time histograms). Para computar estos
histogramas, se promedia la actividad de los 20 ensayos en ventanas consecutivas de 10 ms
durante toda la presentacion. La altura de cada columna se normalizé a valores que representan
una estimacién de la tasa de disparo de la neurona en cada intervalo de la respuesta (espigas
/s). Esta normalizacion requiere dividir el valor del conteo de espigas por la cantidad de ensayos
y el ancho de la columna. La caracterizacién de la respuesta se realiz6 en términos de las tasas
media de disparo y su varianza durante las presentaciones de los estimulos. Un valor medio
por sobre la linea de base implica que la tasa de disparo aumenté en respuesta al estimulo,
mientras que la varianza se utiliza como un indicador de la presencia de un patrén marcado
de excitacién en respuesta al estimulo. En todos los casos, las medidas fueron corregidas por
los valores correspondientes a la activaciéon espontanea de la neurona, para lo cual se tom6 un
intervalo de duracién igual a la duracién del estimulo. Finalmente, estas medidas del nivel de
respuesta a los estimulos se normalizaron respecto de la respuesta al canto propio (BOS), de la

siguiente manera:

@.1)

RRV x = ——2>_ (2.2)

, donde RRS es la magnitud de respuesta relativa, RRV es la variabilidad de respuesta relati-
va, X representa AUTO, REV o CON, S representa la actividad espontdnea, M indica el nivel de
actividad media y ¢ el promedio de los desvios estdndar a la media durante todo el estimulo.
Estas medidas de respuesta relativa han sido utilizadas previamente en el estudio de la respuesta
de neuronas individuales en HVC (Margoliash et al., 1994). Se consider6 una neurona como se-
lectiva a BOS si present6 una respuesta estadisticamente significativa a BOS en comparacién con

la actividad espontdnea (comparando las tasas medias de disparo, p < 0,05, prueba t pareada)
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a la vez que presentaba valores de RRScon rev/Bos © RRVcon rEV/Bos < 0,5, indicando que la
respuesta a BOS es de mayor magnitud que a CON y REV.

Adicionalmente a estas medidas de la respuesta, se calcularon los coeficientes de correlacion
de Pearson entre los perfiles de actividad para evaluar la similitud del curso temporal entre
las respuestas neuronales. La correlacion se calculé entre los perfiles de respuesta al canto sin-
tetizado de manera automética (AUTO), el canto de un macho adulto conespecifico (CON) y
el canto propio invertido temporalmente (REV) contra el patrén de respuesta al canto propio
(BOS). En este andlisis se agrupé la respuesta entre las distintas presentaciones de los motivos
que componen el canto en una respuesta promedio para cada estimulo y, para obtener una mejor
resoluciéon temporal se realizé un histograma de ventana deslizante (ventanas de 10 ms, fre-
cuencia de muestreo equivalente a la usada en la digitalizacién de los sonidos), lo que permiti6
alinear con precision las respuestas neuronales de los diferentes motivos. Los histogramas de ac-
tividad promediada entre motivos fueron suavizadas con un filtro de Savitzky-Golay. Las sefiales
resultantes fueron utilizadas para el analisis de la correlacion entre las respuestas. Para los casos
de estimulos con motivos de duracién distinta (correlacion BOS-CON), se rellen6 el segmento
de la sefial mds corta con un segmento de la longitud restante correspondiente a una seccién de

actividad espontédnea.

2.4. Resultados

2.4.A. Cantos sintetizados automédticamente

El procedimiento automatico presentado en Seccién 2.2 transform¢é un canto grabado en una
serie de instrucciones, que luego se utilizaron para sintetizar sonidos realistas a partir del sistema
dindmico dado por (Ecuacion 1.3). En Figura 2.2 se muestra un ejemplo. Una inspeccién visual
detallada da cuenta de las similitudes entre el canto grabado para un diamante mandarin (a)
con el canto sintetizado AUTO (b). En ambos casos se muestra tanto la traza de sonido como el
sonograma. El poder del modelo dindmico se refleja en como captura el contenido espectral de
sonidos con distintas frecuencias fundamentales a partir de un reducido niimero de pardmetros.

Una inspeccién detallada de los sonogramas muestra que, para algunas silabas, las frecuen-
cias fundamentales estimadas de los sonidos sintetizados tienden a ser mds bajas que las fre-
cuencias fundamentales en los cantos naturales. Por ejemplo, esto puede observarse en la figura
a partir de la inspeccion de la tercera silaba del canto (Figura 2.2a)) con las silaba correspondien-
tes en AUTO, asi como también en la comparaciéon de las tltimas silabas entre ambos cantos.
En estos ejemplos, ambas silabas en el canto natural presentan una estructura armonica clara,
y muestran frecuencias fundamentales menores en el canto sintetizado automaticamente. Otra

limitacién del procedimiento automatico es que tampoco captura completamente las caracteris-
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Figura 2.2: Grabacién y sintesis de canto de aves. (a) Canto grabado de un diamante mandarin macho
adulto (traza de sonido, panel superior; sonograma, panel inferior) y (b) canto sintetizado automética-
mente. Las instrucciones motoras reconstruidas autométicamente fueron capaces de producir una copia
sintética que captura tanto la frecuencia fundamental como el contenido espectral de los segmentos de
fonacion.

ticas de los sonidos aperiddicos méds complejos (ver, por ejemplo, el comienzo de la antetltima
silaba en Figura 2.2). Sin embargo, a pesar de esto el tiempo de las transiciones entre los distintos
intervalos de vocalizacién se reproduce fielmente.

La reconstruccion automadtica de los pardmetros dependientes del tiempo se realiz6 para los
cantos de cinco diamantes mandarines machos adultos. Esto dio como resultado la exploraciéon
de una amplia gama de silabas estereotipadas dentro del repertorio de los diamantes mandarines.
El rango de frecuencias fundamentales exploradas con estos cantos (de ~400 Hz a 6.7 kHz) se
representa en el modelo a partir de las diferencias en las trayectorias de los pardmetros que
las generan. El procedimiento automatizado de sintesis de canto a partir de la reconstruccion
de las instrucciones utilizando un canto grabado resulta robusto en el rango de vocalizaciones
exploradas. Esto significa que el modelo fue capaz de reproducir tanto la frecuencia fundamental
como el SCI de cada segmento de sonido. Adicionalmente, se desarroll6 una herramienta para

la deteccion automadtica de las transiciones de gestos o GTE discutidas en Seccién 1.4. Dado
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que estd mas alld del foco de estos resultados, este método puede consultarse en el trabajo
publicado (Boari et al., 2015).

2.4.B. Experimentos electrofisiolégicos

Dada la selectividad a BOS de las neuronas de HVC por sobre cantos conespecificos (Mar-
goliash, 1986; Margoliash & Konishi, 1985) y la sensibilidad de estas neuronas a cambios leves
en los parametros actsticos del canto propio (Margoliash, 1983; Theunissen & Doupe, 1998), un
estdndar fuerte para probar el modelo de produccién vocal es si los cantos sintéticos pueden pro-
ducir respuesta en las neuronas HVC o no. Anteriormente, cantos sintetizados con supervisién
experta (SYN) fueron capaces de evocar esta actividad selectiva en neuronas de HVC (Amador
et al.,, 2013). En estos experimentos, sin embargo, se evalu6 si era posible obtener resultados
compatibles con la versién totalmente automatizada del canto sintético (AUTO).

A las aves anestesiadas se les presenté6 BOS, CON, REV y AUTO como estimulos auditivos.
Un ejemplo de registro para una neurona aislada con el procesamiento y andlisis de clasifica-
cién de espigas se muestra en Figura 2.3. Las respuestas a BOS y AUTO son mucho més fuertes
que las respuestas a REV y CON. Ademads, existe un patrén temporal claro de excitacién que es
consistente para todos los ensayos en BOS y AUTO. Adicionalmente, los patrones de actividad
en respuesta a ambos estimulos son comparables entre si. Este resultado es de particular interés
teniendo en cuenta las simplificaciones del modelo y la selectividad a BOS de las neuronas de
HVC. En total, se logré aislar la actividad de veinte neuronas de HVC selectivas a BOS para un
total de cinco aves, con neuronas que fueron medidas en uno a cinco sitios de registro por ave.
Para las 20 neuronas, el valor medio para RRScon,/pos fue de 0,20 £ 0,22. Esto es comparable
al promedio de la respuesta media CON/BOS de (0,16 £ 0,34) obtenida para una muestra més
grande de unidades individuales de HVC en un estudio previo en diamantes mandarines anes-
tesiados (Margoliash et al., 1994). Por lo tanto, los dos conjuntos de datos reflejan distribuciones
similares.

Se obtuvieron resultados similares a los mostrados en Figura 2.3 para las 20 neuronas analiza-
das. Estas mostraron excitacién ténica en respuesta a BOS y probablemente fueron interneuronas
de HVC (Hahnloser et al., 2002). Para cuantificar la respuesta, se calcularon los PSTH y se con-
sider6 tanto la respuesta media al estimulo como su varianza (ver Subseccién 2.3.E). La primera
cantidad refleja si la respuesta general es mayor durante la presentacion del estimulo, reflejado
por aumentos en la tasa de disparo. En los registros, la tasa de disparo media durante la pre-
sentacion a BOS lleg6 a valores de 70 espigas/s, mientras que el maximo valor medio durante
segmentos de disparo espontdneo estuvo en el rango de 0.5-26 espigas/s. Con las medidas de
actividad, se calcularon RRS y RRV (ver Subseccién 2.3.E).

La varianza refleja si existe un patrén formado por la excitacion en la presentacion del es-
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Figura 2.3: Experimento de selectividad neuronal en HVC. Respuesta de una neurona tinica de HVC
a presentaciones auditivas de diferentes estimulos. El protocolo consisti6é en 20 presentaciones auditivas
organizadas al azar de cada estimulo. La actividad neuronal se procesé a través de un algoritmo de cla-
sificacién de espigas (wave_clus). (a — d): gréficos de los eventos de disparo para los 20 ensayos (parte
inferior), histogramas de respuesta (PSTH; panel del medio) y la sefial de sonido de cada estimulo pre-
sentado (panel superior). (e) Sonogramas correspondientes a un motivo de canto para cada uno de los
estimulos presentados. Los patrones de simbolos en la parte inferior de cada motivo son los mismos que
los presentes en (a-d). La actividad obtenida como respuesta al canto propio del ave (BOS; a) presenta
un patrén bien definido de actividad excitadora e inhibitoria; mientras que en (b) se muestra un patrén
de actividad similar provocado por el canto sintetizado automaticamente (AUTO). ¢ y d muestran que
la neurona presenta una actividad débil en respuesta a las presentaciones del canto en reversa (REV) y a
presentaciones del canto de un macho adulto de la misma especie (CON).

44



2.4 Resultados

timulo, mientras que el RRV mide la magnitud de ese patrén en comparacién con el BOS. En
Figura 2.4 se muestran los resultados agrupados de todos los experimentos (n = 5 aves, N = 20
neuronas individuales con respuesta selectiva de HVC). Los simbolos muestran el valor alcan-
zado en cada protocolo para las neuronas analizadas, y superpuesto a esto se muestran el valor
medio y su desvio estdndar (como una barra de error). Dado que estas son mediciones relativas
a BOS, un valor de 1 significa el mismo nivel de respuesta que BOS y un valor de 0, que no hay

actividad significativa en respuesta a ese estimulo en particular por sobre la linea de base.

RRS RRV r de Pearson

(9 4
* %
i T
05 99 0.5 o 1 05
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AUTO CON REV AUTO CON  REV AUTO CON  REV

Figura 2.4: Resultados agrupados para la magnitud de respuesta y su variabilidad. Resultados para
el conjunto de experimentos realizados (n = 5 aves, N = 20 neuronas individuales de HVC). Las lineas
solidas representan el valor medio y las barras de error representan & SD de cada conjunto de datos. RRS:
magnitud de respuesta relativa (RRS x_ X ver Ecuacién 2.1). La respuesta a AUTO fue mayor a la respuesta

a CON y REYV, dado por valores medlos de RRS auro = (0,63 +£0,12), que es significativamente mayor que

"BOS

la media de (RRScon = (0,20 £0,22) y RRS REY = (0,17 £0,13). RRV: variabilidad de respuesta relativa
‘BOS
(RRV X ver Ecuacién 2.2). El valor promedio RRV auto = 0,73 £ 0,15 resulto ser significativamente mayor
"BOS
que la medla de RRVcozsq = (0,24+0,20) y quelade RRV% = (0,21+£0,14). Las mediciones se corrigieron

en todos los casos po(;‘ la tasa de disparo espontdnea de cada unidad. Coeficiente de correlaciéon (r de
Pearson): coeficientes de correlacién por pares, lo que dio lugar a una media rBOS frente a AUTO =
0,41 £ 0,20, que es significativamente mayor que la media rBOS frente a CON = 0,04 £ 0,15 y media rBOS
frente a REV = 0,03 £ 0,12. * indica prueba t pareada (p < 0,001).

En términos de la magnitud y la variabilidad de la respuesta, los cantos sintetizados con
pardmetros reconstruidos automaticamente provocaron un nivel de actividad significativamen-
te mayor que el canto en reversa y que el canto de un macho adulto conespecifico (prueba t
pareada, p < 0,01). Cabe destacar que el valor medio de RRS ay;ro/80s es 0,63 £ 0,12, significa-
tivamente mayor que el valor promedio de RRScon/pos V¥ RRSrev/Bos, que son 0,20 £0,22 y
0,17 £ 0,13, respectivamente. Para RRV se obtuvieron resultados similares: el valor promedio de

RRVauto/Bos es de 0,73 £ 0,15, mientras que el valor promedio de RRVon,/pos es de 0,24 + 0,20
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y el valor promedio de RRVgEy,/pos es de 0,21 £0,14. Las caracteristicas del patrén de excitacion
en la respuesta al canto propio también se observan en las respuestas a AUTO Figura 2.3. Esto
queda, en parte, reflejado por los valores hallados para RRV4;r0/80s, que indican un alto nivel
de variabilidad en la respuesta. En otras palabras, AUTO no s6lo fue capaz de producir un au-
mento en la actividad de disparo de las neuronas HVC, sino que también lo hizo con un patrén
marcado de actividad. Para cuantificar la similitud de la evolucién temporal de las respuestas,
se calcularon los coeficientes de correlacién lineal por pares (coeficiente r de Pearson) entre las
respuestas neuronales a BOS contra las respuestas a AUTO, CON y REV. Los coeficientes de
correlacién resultantes fueron: AUTO vs. BOS 0,41 + 0,20, REV vs. BOS 0,03 + 0,12, y CON vs.
BOS 0,04 £+ 0,15. Las distribuciones de datos de las cuales emergen estos valores medios son
mostradas en Figura 2.4, en el panel derecho. Las barras de error mostradas en la figura indican
+SD.

Estos resultados muestran que hay un patrén temporal de respuesta compartido por los
estimulos AUTO y BOS presentados, con la correlacion AUTO vs. BOS significativamente mayor
que las correlaciones REV vs. BOS y CON vs. BOS (prueba t de dos muestras, p < 0,001). Sin
embargo, la correlacién estd adn lejos de ser 1 (respuestas idénticas entre AUTO y BOS). Queda
como pregunta abierta si la correlacion entre AUTO y BOS seria mayor en aves dormidas en
vez de anestesiadas. En resumen, estos resultados muestran que AUTO es capaz de obtener
respuestas significativas en unidades individuales de HVC al aumentar la tasa de disparo de las
neuronas analizadas (andlisis de los valores RRS), que lo hace con la presencia de un cierto patrén
de excitacién (andlisis de los valores RRV), y que estos patrones de respuesta, aunque no son
idénticos, comparten algunas de las caracteristicas del curso temporal con patrones provocados

por BOS (andlisis de correlacién de Pearson).

2.5. Discusiones

La respuesta de neuronas selectivas de HVC ante presentaciones del canto sintético, tanto en
su version SYN (Amador et al., 2013) como AUTO (Boari et al., 2015) constituyen una validaciéon
del modelado de baja dimensién para produccién de vocalizaciones en aves. El funcionamien-
to de la biomecénica no lineal puede ser reducido a un sistema de ecuaciones con un ndmero
reducido de parametros de control. Estos pardmetros, ademads, estdn relacionados con variables
fisiolégicas que el ave puede controlar durante el canto. Este avance dio lugar a la interpretacion
de las instrucciones motoras en término de “gestos” relativamente sencillos que son capaces de
impulsar la generacién de canto sintético realista. Por este motivo, los pardmetros dependientes
del tiempo del modelo pueden considerarse como un sistema de coordenadas plausibles para
interpretar la codificaciéon neuronal involucrada en la produccién del canto en aves. Tipicamente,

el andlisis de las vocalizaciones se realiza en términos de caracteristicas actsticas como la fre-
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cuencia fundamental, la amplitud y alguna medida de la entropia de la sefial (Sober et al., 2008;
Tchernichovski et al., 2000). Los mecanismos fisicos involucrados (y en particular, las bifurcacio-
nes involucradas en el inicio de las oscilaciones labiales) vinculan varias de estas caracteristicas
actsticas, como frecuencia fundamental y contenido espectral. En diamantes mandarines, esto
da como resultado instrucciones simples que se transducen en sonidos que tienen relaciones pre-
cisas entre frecuencia fundamental y contenido espectral. De manera similar, la forma del patréon
de presion del saco aéreo determina la naturaleza del ataque del sonido y, por lo tanto, su timbre
(una caracteristica actistica multidimensional y dificil de describir cuantitativamente).

Los sonidos sintéticos generados con el procedimiento automatico de reconstrucciéon de ges-
tos fueron capaces de provocar respuestas en neuronas HVC selectivas al canto propio. Esto es
notable, dada la dramdtica caida de la respuesta informada en trabajos anteriores al variar los
pardmetros del modelo de produccién (Amador et al., 2013). Tanto en términos de actividad
media como de varianza, las neuronas respondieron significativamente a los sonidos generados
a partir de la integracién de las ecuaciones fisicas impulsadas por los gestos reconstruidos. Las
respuestas a los cantos obtenidos por el proceso automatico (AUTO) tienen un coeficiente de
correlacién significativamente mayor al canto propio que el canto en reversa o el canto de un
macho adulto de la misma especie. Esto significa que las respuestas al canto original y al sin-
tético comparten algunas caracteristicas en su evolucién temporal. Nunca esta claro, a priori, si
el paradigma de la fisica de reducir drdsticamente la complejidad de un problema daré lugar a
una descripcién pertinente de él. Cuando se trata de sistemas bioldgicos, este problema se vuelve
particularmente relevante, ya que los sistemas generalmente expresan una enorme cantidad de
grados de libertad. En este trabajo, sin embargo, se mostr6 que un modelo de baja dimensién
puede dar lugar a cantos que son bioldgicamente relevantes, en el sentido de que pueden pro-
vocar respuestas de neuronas altamente selectivas al canto propio en un ntcleo neuronal del
cerebro de las aves. De esta manera, un modelo simplificado puede proveer un marco en el cual
pensar un problema, como una herramienta de generacién de predicciones que se conviertan en
hipétesis a probar con los experimentos. De manera mds general, la metodologia de analisis de
la biomecdnica del sistema periférico en términos de sus propiedades fisicas y la generacién de
modelos dindmicos no lineales para reproducir el comportamiento también se puede extender
a otros sistemas, allanando el camino desde el sistema nervioso central hasta el control de los

dispositivos periféricos a cargo de ejecutar las acciones implicadas en el comportamiento.
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CAPITULO

Codificacion de la envolvente de sonido

3.1. Motivaciones

La identidad de un sonido complejo generalmente estd determinada por mdltiples caracte-
risticas. El timbre es una propiedad actistica multidimensional, que permite distinguir diferentes
sonidos de igual tono, intensidad y duracién. El tiempo de ataque, una dimensién actstica del
timbre, se define como el tiempo transcurrido entre el inicio del sonido hasta la amplitud ma-
xima de la envolvente. Adicionalmente, el tiempo de ataque es una caracteristica importante en
la asignacién de una identidad percibida a una fuente de sonido. Una estrategia ampliamente
utilizada para estudiar sistematicamente las dimensiones que componen el timbre es relacionar
las diferencias actsticas entre los sonidos con los cambios percibidos por sujetos experimenta-
les. Estudios anteriores han abordado esto realizando tareas de percepcién utilizando estimulos
auditivos naturales (por ejemplo, discriminacién de instrumentos musicales) o realizando expe-
rimentos con sonidos sintetizados para explorar el espacio del timbre (Caclin et al., 2005; Iverson
& Krumhansl, 1993; McAdams et al., 1995). Curiosamente, se ha demostrado que los animales
pueden percibir y discriminar las caracteristicas actisticas que se cree que subyacen a la per-
cepcién del timbre de una manera similar a la de los humanos (para una articulo de revision,
ver (Town & Bizley, 2013)).

Por otro lado, la respuesta neuronal selectiva del nicleo HVC presenta una oportunidad para
estudiar la representacién neuronal del timbre en las aves canoras y su relacién con la identidad
del sonido. Ademads, como se mencioné en Capitulo 1, en HVC se observan patrones neuronales
similares durante el canto y la audicién de una reproduccién del canto propio, lo que sugiere
que en este ntcleo hay un cédigo neuronal compartido para las entradas auditivas y las salidas
motoras (Prather et al., 2008). Los sonidos naturales en el canto del diamante mandarin tienen

envolventes distinguibles: cada silaba tiene su forma especifica, y muchas de ellas son muy asi-
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métricas. En el capitulo anterior se mostraron los resultados de presentar a animales anestesiados
reproducciones de canto sintetizado con un modelo de produccién vocal. Aunque las neuronas
presentaron respuesta a los estimulos sintéticos, la respuesta siempre fue menor que al canto
original, indicando que algunas de las caracteristicas del canto no fueron completamente captu-
radas por el estimulo sintético. Para profundizar el conocimiento de las caracteristicas del canto
que estdn siendo codificadas en el nicleo HVC, en este capitulo introduzco experimentos en
diamantes mandarines. En estos experimentos se puso a prueba la hipétesis que la estructura
temporal de la envolvente del sonido es una caracteristica actstica relevante en la codificacién
del canto propio del ave. Para esto, se estudiaron las respuestas auditivas de neuronas de HVC
ante presentaciones de un canto con envolvente modificada (MOD) y se compararon estas res-
puestas con la generada por presentaciones del canto propio del ave. De esta manera, se utilizé

el paradigma de selectividad introducido en Capitulo 2.

3.2. Meétodos

3.2.A. Analisis de sonido y modificaciones
Modificaciéon de la envolvente de sonido

Para generar el canto modificado (MOD), se calcul6 la envolvente de un canto previamente
grabado. La envolvente fue computada a partir de la deteccién de picos positivos en la sefial
de sonido y realizando una interpolacién ctibica entre los puntos encontrados (frecuencia de
muestreo: 20 kHz, intervalo minimo entre dos picos: 1 ms). Los inicios y los finales de silabas se
detectaron aplicando un umbral de amplitud relativa en la envolvente (2% del valor maximo).
Entre cada inicio y final de silaba, se realiz6 una inversioén temporal de la envolvente, y el canto
modificado se produjo multiplicando la sefial de sonido original por el cociente entre las envol-
ventes modificada y original. De esta manera, se obtuvo una sefial de sonido que conserva la
estructura temporal del canto propio al mismo tiempo que presenta una envolvente modificada,
como se muestra en Figura 3.1.

Las silabas que presentan discontinuidades en las trazas de frecuencia fundamental se sub-
dividieron en notas (ver Figura 1.1) y se aplic6 el mismo procedimiento que el anterior a cada
segmento (ver Figura 3.1, silaba D). Esto evit6 la divisién por valores cercanos a cero en la vecin-
dad de estas discontinuidades agudas y permiti¢ una transicién suave entre los sonidos original
y modificado. En Figura 3.1 se resume todo el proceso. En (a), el panel superior presenta la
sefial de sonido del canto del ave con su envolvente superpuesta (linea roja, desplazada vertical-
mente para la figura) y el panel inferior muestra su sonograma. En (b), en cambio, se muestra
la sefial de sonido modificada y su envolvente (linea azul en el panel inferior de Figura 3.1b).

Una inspeccién detallada de las envolventes, la sefial de sonido y los sonogramas revelan los
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Sonido

10

Frecuencia (kHz)

Sonido

Figura 3.1: Ejemplo de canto propio del ave (BOS) y del canto con envolvente modificada (MOD). (a)
Sefial de un ejemplo de BOS, su envolvente obtenida por interpolacién ctibica de picos en la sefial (panel
superior; linea roja desplazada verticalmente) y el sonograma del canto (panel inferior). La inspeccién de
la envolvente revela que algunas silabas presentan una envolvente simétrica (silabas A, B y C), mientras
que otras son altamente asimétricas (silaba D, que es una silaba compleja compuesta por 3 segmentos
distintos y silabas E y F). (b) Sonograma del canto modificado (MOD, panel superior), sefial de sonido y
envolvente (panel inferior). La envolvente para cada silaba se invirtié sin afectar la estructura temporal
global, las modulaciones de amplitud de la silaba, el centroide espectral ni la irregularidad espectral
encontrada en el canto original.
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cambios introducidos en el estimulo: los tiempos de ataque y liberacién de cada silaba han sido

efectivamente intercambiados, sin modificar la estructura temporal global del espectro.

Caracteristicas del timbre de los cantos

Dada cualquier sefial de sonido, una modificacién arbitraria de la misma podria inducir cam-
bios en la estructura temporal o en sus propiedades espectrales. Para inspeccionar las diferen-
cias espectrales entre los cantos propios y modificados por envolvente, se midieron el centroide
e irregularidad espectrales, ya que estas son medidas estdndar en la caracterizacién del tim-
bre (Krimphoff et al., 1994). El analisis espectral se realizé mediante la transformada de Fourier
de corta duracién en segmentos de 10 ms (ventana gaussiana de 10 ms de duracién, ¢ = 1ms
y superposiciéon del 90 % de datos entre segmentos). De esta manera, cada segmento de anélisis
de estas caracteristicas espectrales estuvo separado por 1 ms dentro de cada silaba. El centroide

espectral (SC) y la irregularidad espectral (IRR) se calcularon para cada segmento como:

X fmx(n)
€= LN e e
IRR = logy, (1 [20logn(x(n) — (212812l = 1)+ 200gfxtn)) 2 2ognlx(n-£ )
- (3.2)

, donde f(n) representa la frecuencia central de la columna de frecuencia n y x(n) su magni-
tud para los N = 100 intervalos de frecuencia en el rango 0-10000 Hz. Para cada par de cantos
original y modificado (BOS y MOD, respectivamente), se calcularon las diferencias relativas me-
dias entre SC e IRR para cada silaba. Adicionalmente, también se estudi6 la evolucién temporal
de las diferencias relativas entre estas magnitudes dentro de cada silaba del canto. Con este obje-
tivo, se calcul6 un promedio ventaneado para los cuantificadores espectrales usando ventanas no
superpuestas de 5 ms. Estas trazas de tiempo fueron utilizadas para evaluar la diferencia relativa

en SC e IRR entre el canto original y modificado, para segmentos intrasilabicos.

3.2.B. Experimentos de electrofisiologia

Los experimentos realizados en este capitulo tienen una similitud metodolégica con los ex-
perimentos descriptos en Seccién 2.3. La estrategia para evaluar la presencia de diferencias en
la codificacion del canto natural y el canto modificado fue estudiar diferencias en la activacion
de las neuronas del niicleo HVC ante presentaciones auditivas de los distintos estimulos. Los
experimentos fueron realizados en diamantes mandarines machos adultos, que fueron alojados
en jaulas individuales en su estadia en e laboratorio. En las jualas, los animales tuvieron acceso

a comida y agua ad libitum y su ciclo de luz/oscuridad se fij6 en 14h/10 h, respectivamente. La
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diferencia principal con los experimentos descriptos en el capitulo anterior tienen que ver con los
estimulos presentados al animal durante el experimento. El detalle de las cirugias y el sistema

de adquisicién y monitoreo de las sefiales es el mismo que se describié en Seccién 2.3.

Estimulos presentados

Para cada individuo, las sesiones de grabacién del canto tuvieron lugar antes de que se reali-
zara cualquier cirugia. Las sesiones de grabacién consistieron en colocar un diamante mandarin
macho adulto en su jaula dentro de una cdmara de atenuacién de sonido y grabar el sonido
usando un micréfono direccional. Para cada ave, el motivo estereotipado y la longitud del canto
mas comun se evaluaron mediante la inspeccién de las grabaciones usando Praat (Boersma &
Van Heuven, 2001). Para reducir la variabilidad en las representaciones de motivos durante el
experimento, la traza de sonido del BOS presentado se creé copiando el motivo de canto selec-
cionado tantas veces como se encontré originalmente en el canto mas comun. Esto normalmente
conducia a tener un BOS que comprendia notas introductoras y tres copias del mismo motivo.
Pero, en algunos casos, sdlo se necesitaron dos copias del motivo para cubrir la duracién maés
probable del canto. Para cada ave, el conjunto de estimulos para el experimento fue: (1) canto
propio del ave (BOS); (2) canto modificado en envolvente (MOD); (3) canto de un macho adulto
conespecifico (CON) y (4) canto propio reproducido en reversa (REV). MOD es el estimulo obje-
tivo para el que se estudian las respuestas relativas a BOS, mientras que los estimulos (3) y (4)
son controles comtnmente utilizados para evaluar la selectividad de la respuesta auditiva de las
neuronas de HVC. REV se usa ya que preserva la estructura espectral mientras invierte la estruc-
tura temporal de todo el canto. Esto no debe confundirse con los cambios inducidos en MOD,
en los que se invirti6 la envolvente de cada silaba dejando intacta la evolucién temporal de la
estructura espectral. Por dltimo, dado que REV no es un sonido natural, CON completa el grupo
de control presentando un canto natural de la misma especie. CON se seleccion¢ a partir de un
conjunto de BOS previamente registrado de diamantes mandarines macho adultos de modo que

su duracién fuera aproximadamente la misma que la longitud del canto del sujeto.

Procesamiento y andlisis de las sefiales neuronales

Las medidas de actividad neuronal y el procesamiento de las sefiales fue también similar a lo
descripto con anterioridad. Luego de los experimentos, las sefiales registradas fueron analizadas
con un algoritmo de clasificacion de espigas para separar las neuronas individuales que presen-
tan actividad selectiva en respuesta al canto propio, y utilizar la actividad de estas neuronas para
evaluar la diferencia en la percepcién auditiva debido al canto modificado en envolvente. Como
en los experimentos de Capitulo 2, el software utilizado fue wave_clus (Quiroga et al., 2004), y

para las trazas de actividad correspondientes a neuronas individuales se cuantificé la respuesta
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en términos de los histogramas de actividad promediada en ensayos (histogramas temporales
post-estimulo, PSTH). En este andlisis, se utilizaron ventanas de 10 ms y se normaliz6 la can-
tidad de cuentas detectadas por este ancho y la cantidad de ensayos, obteniendo un estimador
de la tasa de disparo de cada neurona. Cada sitio de registro produjo registros de actividad ti-
picamente de 1 a 3 neuronas diferentes. Las grabaciones en las que la sefial degradara durante
el protocolo de medicién no se incluyeron en el andlisis. Sobre los PSTH, se calcul6 la fuerza re-
lativa de respuesta (RRS, Ecuacién 2.1) y su variabilidad (RRV, Ecuacién 2.2), como se describié
en Subseccién 2.3.E. Recordar que estas medidas cuantifican la tasa promedio de disparo y su
varianza en respuesta al estimulo. Esta tltima medida indica, adicionalmente, la presencia de un
patrén de excitacion en respuesta al estimulo, mientras que la primera indica s6lo un aumento/
decremento de la actividad promedio respecto de la actividad basal de la neurona.

Para estudiar las respuestas a nivel de motivos individuales de canto, se calcularon los per-
files de actividad del motivo (MAP, del inglés Motif Activity Profile) a partir de histogramas de
ventanas deslizantes (ventana de 10 ms, frecuencia de muestreo: 20 kHz) para la respuesta a ca-
da estimulo y alineando la respuesta a repeticiones del motivo. La sefial del MAP fue suavizada
adicionalmente con un filtro Savitzky-Golay de segundo orden. Como las notas introductorias
se presentaron s6lo una vez por presentacion de estimulo, no se consideraron en este andlisis.
Esta respuesta promediada en motivos permitié estudiar diferencias sutiles en las respuestas a
los motivos de BOS y MOD, y complementa la cuantificaciéon de la respuesta a escala global
que proporcionan las medidas RRS y RRV. Sobre los MAP obtenidos, se estudi6 la presencia de
picos prominentes en respuesta al estimulo. La amplitud de cada pico presente en el MAP se
definié como la diferencia entre el valor de amplitud del pico y el valor tomado por el perfil en
los minimos adyacentes. Con esto, se estudi6 la distribucién de amplitudes de todos los picos
en todas las respuestas. Para considerar un pico de activacion robusto, se impuso como umbral
a cada instancia que ésta superara en amplitud al valor medio de las amplitudes de todos los
picos en al menos 2 desviaciones estdndar. Luego, se defini6 la respuesta relativa entre el canto
modificado (MOD) y el canto propio (BOS) como el cociente entre las amplitudes de los picos
prominentes en ambas sefiales, constituyendo una medida denominada amplitud relativa media
((MRAMoD/Bos, del inglés Mean Relative Amplitude).

En general, la respuesta puede dividirse en disparos fdsicos a una instancia marcada del
motivo (en cuyo caso, MRA pop,/pos estéd representado por un tinico cociente de amplitudes de
los picos de activacién) o en disparos ténicos con aumento de tasa de disparo durante distintas
instancias. En estos casos, el MAP presenté mds de un pico prominente y el valor MRA i0p,/Bos
reportado es el valor promedio entre todos los cocientes de amplitud entre la respuesta al canto
modificado y al canto propio. Esto se hizo para dar pesos iguales a los resultados de todas
las neuronas, independientemente de si cada neurona individual present6 uno o varios picos

significativos en la respuesta. Para los datos agrupados, presentamos el promedio y la varianza
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de la distribucién de MRA p10p/0s- Dado que el MAP de las neuronas HVC selectivas para CON
y REV no presentan picos prominentes, solo se estudi6 la diferencia en la respuesta utilizando
la medida dada por el MRA para el caso del canto modificado y el canto propio del ave. Sin
embargo, con este andlisis también pueden reproducirse las medidas de RRS y RRYV, y se encontr6
que los dos pares de distribucién eran indistinguibles (pruebas t de dos muestras, p> 0.01;

prueba para RRSy0p/pos, p = 0,38 y prueba para RRVyiop,/p0s, p = 0,54.

3.3. Resultados

Para poner a prueba la hipétesis de que la estructura temporal de la envolvente de sonido
es una caracteristica relevante en la codificacién neuronal del canto propio, se desarroll6 un mé-
todo para generar cantos modificados. En particular, se realiz6 una modificacién a la evoluciéon
temporal de la envolvente, pero se mantuvo la estructura temporal del contenido espectral. En
Figura 3.1 se mostré un ejemplo del canto modificado (MOD), en el que se extrajo la envolvente
de sonido del canto original para cada silaba y se la invirtié temporalmente (ver el detalle en Sec-
cién 3.2). Los cantos modificados fueron realizados previo a los registros electrofisiol6ficos, y en
cada caso se evaluaron las diferencias entre las caracteristicas espectrales dadas por el centroide
espectral (SC, Ecuacién 3.1) y la irregularidad espectral (Ecuacién 3.2). Para cada par de cantos
(original y modificado), se calcularon las diferencias relativas medias entre estas magnitudes pa-
ra cada silaba. Los andlisis se realizaron en un total de 22 silabas provenientes de los cantos de 5
péjaros. Ambos cantos resultaron indistinguibles en término de estas cuantificaciones. En cuanto
a SC, las diferencias entre las silabas originales y modificadas no presentaron una desviacion
significativa de una distribucién normal de media cero (prueba t pareada, p = 0,34), con la me-
dia de la distribucién de diferencias en SC dada por SCpop,80s = (—0,6 £2,9) x 1073, donde
=+ indica desvio estdndar. Lo mismo resulté para IRR (prueba t pareada, p = 0,85), con una
distribucién de diferencias media IRRy0p,pos = (—0,1 £3,6) x 1073. Las diferencias tomadas
como valor absoluto presentaron medias de distribucion de SCuiop,pos = (1,9 £2,3) x 1073 e
IRRyop/Bos = (2,3+2,7) x 1073. Como los cambios en la amplitud del sonido pueden cambiar
las propiedades espectrales cuando la ventana de andlisis es mds pequefia que una silaba, tam-
bién se estudi6 la evolucién temporal de los cuantificadores espectrales dentro de cada silaba.
Agrupando los datos de las 5 aves utilizadas en los experimentos, se tuvo un total de 530 ins-
tancias temporales en las cuales se analizaron las diferencias relativas en SC e IRR. Se encontr6
que sdlo un pequefio nimero de instancias temporales presentaron diferencias mayores al 3 %
(2% de los puntos para SC, 2.8 % para IRR) y que solo 0.2% y 0.4 % de los puntos de evolucién
temporal presentaron diferencias mayores al 5 % para SC e IRR, respectivamente . Finalmente, la
diferencia absoluta maxima encontrada para cualquier instancia dada fue 5.4 % para SC y 5.2%

para IRR. Las distribuciones de diferencias relativas de las trazas de evolucién temporal para

55



Capitulo 3. Codificaciéon de la envolvente de sonido

SC e IRR en el interior de las silabas tienen un gran ntimero de valores agrupados cerca de
cero, arrojando diferencias de medias de (—0,5+£7,4) x 1073 (donde + representa SD) para SC
y (=0,1£1,2) x 1072) para IRR . Estadisticamente, las distribuciones de diferencia relativa son
indistinguibles de una distribucién normal de media cero (prueba t pareada, p = 0,17 para SC y
p = 0,61 para IRR). Para mds detalles sobre las cuantificaciones espectrales, consultar el material
suplementario de (Boari & Amador, 2018).

En conjunto, estos resultados muestran que la modificacién realizada sobre el canto fue exi-
tosa, en el sentido de que modific6 la evoluciéon temporal de la envolvente del canto, pero no
introdujo cambios significativos en las caracteristicas espectrales de los cantos. Segtin lo revelado
por el andlisis espectral detallado, pequefas variaciones del canto original pueden ocurrir en
algunas pocas instancias temporales dentro de cada silaba. Sin embargo, estos cambios estdn en
su mayoria dentro del 3 % con respecto al valor original. En la escala de una silaba, estos cambios
son muy pequefios, como se reportd arriba. Durante los experimentos de medicién de actividad
neuronal en el niicleo HVC, se presento a las aves un conjunto de estimulos auditivos: el canto
propio (BOS), el canto modificado (MOD), el canto de un macho adulto conespecifico (CON) y
el canto propio reproducido en reversa (REV). Se lograron aislar 21 neuronas selectivas de HVC
en cinco aves, surgiendo de 2 a 5 sitios de registro por ave. En Figura 3.2 se muestra un ejemplo
de la actividad de una neurona selectiva al canto propio, y cémo el canto modificado fue capaz
de generar respuestas comparables, aunque presentando sutiles diferencias.

La selectividad se determiné a partir de que la actividad en respuesta al estimulo fuera signi-
ficativamente mayor que la actividad espontdnea (prueba t pareada, p < 0,01) y que presentara
valores (RRScon rev/Bos Y RRVcon rev/Bos < 0,5). Como en este trabajo el foco fue evaluar si
las modificaciones actsticas en el canto propio (BOS) conducian a cambios en la respuesta neu-
ronal de HVC, las neuronas que no fueran selectivas (RRScon rev,/Bos Y RRVcon rev/Bos = 0,5)
se omitieron del siguiente andlisis. Para las 21 neuronas selectivas, la respuesta media promedio
CON/BOS fue (0,17 £ 0,11), que es comparable a las respuestas medias promedio CON/BOS
reportadas en estudios previos (0,16 + 0,34), (Margoliash et al., 1994), (0,20 + 0,22) (Boari et al.,
2015), lo que sugiere una distribucién subyacente compartida. En la respuesta de neuronas se-
lectivas de HVC, como la mostrada en Figura 3.2, hay un patrén temporal preciso de activacion
en la respuesta al canto propio (Figura 3.2a), pero no al canto de un macho adulto de la misma
especie (Figura 3.2c) ni al canto reproducido en reversa (Figura 3.2d). La sefial de sonido de los
cantos se muestran en los paneles superiores de cada subfigura, y sus respectivos sonogramas se
muestran en (e). Curiosamente, la respuesta al canto modificado (MOD) conservan el perfil de
actividad de la respuesta al canto propio (BOS). Sin embargo, la amplitud méxima de la respues-
ta para MOD tiende a ser menor que para BOS. Esto sugiere que las neuronas selectivas a BOS en
HVC pueden ser susceptibles a cambios sutiles de la envolvente del canto. Para cuantificar esta

observacion, se calcul6 la fuerza de respuesta relativa (RRS, del inglés Relative Response Strength)
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Figura 3.2: Respuestas selectivas de HVC para estudiar las bases neuronales del procesamiento de la
envolvente del canto. (a-d) Eventos de disparo y sus histogramas promediados (PSTH, ver texto) para
una neurona de HVC registrada en un protocolo de un ave. Se llevaron a cabo 20 ensayos y los estimulos
se presentaron al azar. Los disparos (panel inferior) muestran que hay un patrén claro de activacién en
respuesta al canto propio (BOS, a) y al canto modificado (MOD, b), pero no asi al canto de un macho de
la misma especie (CON, c) o al canto propio reproducido en reversa (REV, d). La respuesta neuronal es
mas fuerte para el canto propio. El patrén visto en (a) se mantiene en (b), aunque con una amplitud maés
baja. Los paneles superiores de cada subfigura muestran las sefiales de sonido y las barras codificadas por
patrones indican cada motivo del canto. (e.) Sonogramas para los motivos de cada uno de los estimulos
presentados en el experimento. Notar la similitud en la evolucién del espectro entre BOS y MOD. Las
medidas de actividad global relacionadas con actividad media como RRS (f.) y variabilidad de respuesta,
RRV (g.) muestran que para 21 neuronas selectivas de HVC, las respuestas a MOD son significativamente
menores que las respuestas a BOS (pruebas t pareadas; RRSpop,/pos = 0,84 +0,10, p = 1,1 £ 1076,
RRVyiop/os = 0,824+0,14, p = 1,34+ 1075, pero significativamente mayores que las de CON y REV
(pruebas t pareadas, p < 0,01 RRSCON/BOS = 0,17:t 0:11/RR5REV/BOS = 0,11 + 0114/RRVCON/BOS =
0,20 + 0,12,RRVgey/gos = 0,13 £0,10. Estos resultados muestran que la estructura de la envolvente de
sonido es una caracteristica cuantificable y que estd siendo percibida en la discriminacién del canto propio
en neuronas de HVC altamente selectivas.
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y la variabilidad de respuesta relativa (RRV, del inglés Relative Response Variability), tal como se
definieron en Seccién 2.3. RRS y RRV son medidas globales de la respuesta, ya que consideran el
nivel medio y la variabilidad de la respuesta al estimulo, respectivamente. En el primer caso, se
evaltda la presencia de significancia en la actividad respecto de la actividad espontdnea, mientras
que la segunda medida se utiliza como cuantificador de la presencia de un patrén marcado de
excitacion.

En Figura 3.2 (f,g) se muestran los datos agrupados para todos los experimentos (n = 5 aves, N
= 21 neuronas individuales selectivas de HVC). En estas subfiguras se muestra el valor individual
de los cuantificadores utilizados para cada neurona, el valor medio de la distribucién (linea hori-
zontal sélida) y las barras de error que indican =+ 1 desvio estandar. Los valores medios obtenidos
fueron RRSyi0p,/pos = 0,84 +0,10), RRScon/Bos = (0,17 £0,11) y RRSgey/pos = (0,11 £0,14).
Para RRV se encontraron resultados similares: el valor medio de RRVy0p,p0s = (0,82 £0,14),
mientras que el valor medio de RRVcon,/pos = (0,20 £0,12) y RRVgey,/8os = (0,13 £ 0,10).
Estos datos agrupados muestran que, aunque hay selectividad para el canto modificado (MOD)
sobre el canto de un conespecifico (CON) y el canto en reversa (REV), la respuesta a MOD es
significativamente menor que la respuesta al canto propio (BOS). Esto se representa en que los
valores medios de las distribucién para RRSyi0p,/s0s ¥ RRVpop,/Bos son inferiores a 1 (pruebas
t,tp=11x 10-° yp=13x 1072, respectivamente).

Como se indicé anteriormente, aunque los valores significativamente menores a 1 muestran
que la respuesta a MOD disminuye, esta cuantificaciéon puede no ser la mas adecuada para
explicar en detalle el cambio en la respuesta. Como puede verse en Figura 3.2a, las neuronas de
HVC muestran patrones marcados de excitacién. Durante los periodos de baja tasa de actividad,
las variaciones de tasa de disparo son dificiles de cuantificar. Debido a que RRS y RRV consideran
el intervalo completo de la presentacion del estimulo, que incluye partes significativas donde la
actividad esta inhibida, esta medida no resulta apropiada para medir los cambios sutiles en la
respuesta. Por lo tanto, la medida complementaria utilizada consisti6 en estudiar una respuesta
promediada para cada motivo de canto.

La observacion de los datos revelé6 que uno de los efectos mds salientes es que el patrén
general de excitacion en respuesta a MOD es similar al de BOS pero que, sin embargo, la activi-
dad relacionada con MOD alcanza un nivel més bajo de activacioén. En otras palabras, los picos
presentes en los histogramas de actividad en respuesta a MOD ocurren al mismo tiempo que
en el caso de BOS, pero con una amplitud menor (ver Figura 3.2a,b). Para cuantificar esta ob-
servacion, se obtuvo el perfil de actividad del motivo como se describié previamente (MAP, ver
Subseccion 3.2.B). Las respuestas neuronales tienen diferentes caracteristicas dependiendo de si
son provocadas por una neurona ténica (Figura 3.3 a,b) o por una neurona fasica (Figura 3.3 c,d).
Al comparar la amplitud de los picos prominentes del perfil de actividad, se consideraron los

cambios en el patrén de respuesta neuronal que ocurren en ciertas instancias durante el motivo
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en lugar de promediar la actividad en toda la presentacién del estimulo.

Siguiendo esta idea, se defini6 la amplitud relativa media MOD/BOS (MRApop,/Bos, Ver
Subseccién 3.2.B) para cuantificar las diferencias de amplitud entre los picos de activacién. La
media de los valores obtenidos para MRA yi0p/pos resulté ser (0,73 £ 0,16) y se encontrd que era
significativamente menor que 1 (prueba t, p = 2,5 x 10~7). En Figura 3.3 e se muestra el calculo
para cada respuesta neuronal, el valor medio y las barras de error dadas por (+ la desviacién
estdindar de la muestra). Diferentes neuronas en HVC pueden presentar diferentes perfiles de
actividad en respuesta a los mismos estimulos actsticos (por ejemplo, a BOS), con una variaciéon
sustancial en el nimero de picos por neurona y en sus amplitudes. Esto podria ser el origen de la
alta variacién encontrada en los valores de MRA, pero no se encontré una relacién clara entre los
valores de MRAwop/Bos v los estimulos actsticos o el tipo de respuesta neuronal. Los valores
bajos para MRA (es decit, MRApop/Bos < 0,55) estdn distribuidos a lo largo de los individuos,
y por lo tanto, no se encontré ninguna correlaciéon entre esta caracteristica y las propiedades
acusticas estudiadas.

Dado que los picos prominentes se calcularon a partir de una respuesta promediada entre los
ensayos, la menor amplitud de los picos mas prominentes muestra una disminucién en las tasas
de activacion para MOD con respecto a BOS, como ya se pudo ver a escala global mediante RRS
y RRV. Estos resultados muestran que los cambios en las caracteristicas temporales de la envol-
vente de sonido del canto propio pueden provocar un efecto medible en la respuesta auditiva de
las neuronas HVC como una diferencia en las tasas de disparo alcanzadas. Al invertir la envol-
vente de sonido de cada silaba, se mantuvieron sin cambios significativos tanto las propiedades
globales del espectro asi como el valor maximo de la envolvente. De esta forma, se mostré que
la evolucién temporal de la envolvente es una caracteristica relevante codificada en el sistema

neuronal del canto, especificamente cuando se cambian los tiempos de ataque y liberacién.

3.4. Discusiones

Los resultados que surgieron en este trabajo muestran que la estructura temporal de la en-
volvente es una caracteristica relevante para la discriminaciéon de estimulos por parte de las
neuronas en HVC. Debido a que la envolvente de sonido de muchas silabas tiene una forma
asimétrica para el canto de diamantes mandarines, revertir la envolvente permut6 los tiempos de
ataque y liberacion. Para estas silabas, las neuronas podrian estar percibiendo una diferencia en
el tiempo de ataque, asi como una falta de coincidencia con la envolvente esperada. Vale la pena
mencionar que la discriminacién sonora es una tarea compleja mediada, en principio, por mul-
tiples sefiales. Un estudio reciente de comportamiento en estorninos europeos (Sturnus vulgaris)
mostré que las aves dependen de la forma espectral de los sonidos en lugar de la frecuencia

fundamental para discriminar estimulos auditivos (Bregman et al., 2016). Por otro lado, otros
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Figura 3.3: Perfil de actividad neuronal promediado por motivo (MAP). Como una medida localizada,
complementaria a la proporcionada por RRS y RRYV, el perfil de actividad neuronal se calculé promediando
la actividad neuronal en respuesta a cada estimulo con ventanas deslizantes de 10 ms. El primer ejemplo
(a,b) muestra el perfil de actividad para en respuesta al canto propio (BOS, (a)) y al canto modificado en
envolvente (MOD, (b)) para una neurona ténica de HVC. Los asteriscos (%) indican picos prominentes,
seleccionados de la cola de la distribucién de amplitudes de todos los picos detectados (mayor que 20 de
la media de la distribucién). Las amplitudes relativas (MRA) se calcularon como el cociente entre los picos
en el MAP en respuesta a MOD vy sus respectivos picos en el MAP en respuesta a BOS. Para las neuronas
ténicas, MRA se calculé haciendo un promedio de todos los picos prominentes encontrados en el perfil
de actividad. Las neuronas fasicas generalmente presentan un pico de actividad tinico y més agudo que
los que se encuentran en las respuestas de neuronas ténicas. El efecto descrito anteriormente también esta
presente aqui, con actividad que alcanza una amplitud mayor a BOS (c) que a MOD (d). La distribucién
de los valores medios de amplitud relativa permite un mayor contraste en la cuantificacién del efecto de
los cambios en tiempo de ataque en el reconocimiento auditivo del canto propio (e), arrojando un valor de
amplitud relativa media MRAy0p/Bos = (0,73 £ 0,16), que es significativamente menor que 1 (prueba t,
p = 2,5 x 1077, Estos resultados muestran que los cambios en la envolvente del sonido generan cambios
en la respuesta auditiva de las unidades de HVC.

experimentos psicofisicos mostraron que las aves no son particularmente mds sensibles que otros
vertebrados a las caracteristicas temporales lentas de un sonido, conocidas como caracteristicas
de la envolvente (Dooling et al., 2000). Sin embargo, Dooling y colaboradores han demostrado
que los diamantes mandarines parecen ser extremadamente sensibles a la estructura fina tempo-
ral del sonido tanto en estimulos sintéticos como en vocalizaciones naturales (Dooling & Prior,
2017; Dooling et al., 2002). Los experimentos presentados en este capitulo probaron un régimen
intermedio en el que la envolvente se modificé invirtiendo la evolucién temporal. Esto gener6
una modificaciéon del tiempo de ataque para algunas silabas, pero en otras los cambios fueron
modulaciones sutiles de las envolventes.

Trabajos previos han demostrado que, para los diamantes mandarines, existe una correlacioén
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positiva entre la presiéon de los sacos aéreos y la frecuencia fundamental de los sonidos genera-
dos (Riede & Goller, 2010; Ritschard & Brumm, 2011). Adicionalmente, al introducir cambios en
la presion de los sacos durante el canto se producen modificaciones de frecuencia fundamental
que siguen al perfil de presion (Amador et al., 2013), lo cual puede ser explicado a partir del
modelo biomecanico de baja dimensién para el 6rgano vocal mostrado en Seccién 1.4. El anélisis
dindmico detallado del sistema que describe la fuente de sonido mostré que existen restricciones
para el desempefio actstico, que pueden surgir de la exploracién en el espacio de pardmetros
relacionado con las variables fisiolégicas controladas por el ave durante la fonacién (Perl et al.,
2011).

Ademas, se han utilizado herramientas experimentales y tedricas para probar la hipétesis de
que las aves que producen sonidos tonales como el canario doméstico (Serinus canaria) modulan
la frecuencia tanto por la tensién de los labios en la siringe como por la presién en los sacos
aéreos (Alonso et al., 2014). Para los pinzones bengalies (Lonchura striata domestica), la actividad
electromiografica (EMG) de miusculos individuales presentan correlaciones con multiples pro-
piedades actsticas de las silabas, (Srivastava et al., 2015). De esta forma, revertir la envolvente
para el canto modificado gener6 algunas silabas que podrian estar contradiciendo el sustrato
biomecanico del canto. Como las modulaciones de presioén de los sacos aéreos estdn relacionadas
con modulaciones de amplitud de sonido y los patrones de presién durante el canto son alta-
mente estereotipados (Franz & Goller, 2002), podria ocurrir que la modificaciéon de la envolvente
en el canto modificado esté produciendo sefiales mixtas para las neuronas de HVC en términos
del perfil de amplitud esperado, incluso si la evoluciéon temporal espectral fue sélo ligeramente
modificada. Esto podria ser particularmente relevante para HVC ya que este niicleo neuronal
integra entradas auditivas y motoras. Ademds, las neuronas en el sistema del canto muestran
una correspondencia auditivo-vocal precisa, que se asemeja a las neuronas espejo (Dave & Mar-
goliash, 2000; Prather et al., 2008). Por lo tanto, una mayor comprensioén de los mecanismos de
produccién vocal también podria arrojar luz sobre qué caracteristicas del canto son relevantes
para las respuestas auditivas al canto propio en HVC. La alta selectividad en HVC es el resulta-
do de un procesamiento jerdrquico de las neuronas de la via auditiva, que presentan diferentes

niveles de selectividad a BOS en diferentes nticleos del sistema (Theunissen et al., 2004).

61






CAPITULO

Codificacion del canto en HVC:

mediciones de potencial de campo (LFP)

4.1. Motivaciones

El objetivo principal del trabajo en esta tesis consiste en avanzar el conocimiento sobre la
codificaciéon neuronal de un comportamiento vocal aprendido como es el canto. En concurrencia
con el desarrollo del trabajo contenido en la presente tesis, se hicieron evidentes las limitaciones
del estudio enfocado en diamantes mandarines. En particular, estos individuos poseen un canto
de corta duracién (tipicamente hasta 1.5 segundos de largo de motivo). Debido a las caracteris-
ticas de las silabas que componen el canto de la especie, éstas pueden tener un gran nimero de
transiciones de gestos motores (trazas temporales de variables que controlan la mecédnica peri-
férica) durante el canto. Todo esto implica que las transiciones entre gestos (o GTE, discutidos
en Seccion 1.4) pueden encontrarse muy cerca entre si. Esto hace que la hipétesis del reloj y el
modelo de gestos motores sean indistinguibles a partir de registros neuronales en los cuales las
rafagas de actividad ocurren con una escala de tiempo similar a la distancia entre transiciones.
La dificultad de interpretar la actividad de las neuronas registradas en términos de instancias
significativas de la sefial actstica se agrava ain mas debido a que los gestos motores y, por lo
tanto, los cantos entre distintos individuos de la especie pueden variar sustancialmente. Esto
complica, a su vez, el agrupamiento de los datos provenientes de distintos individuos.

Por otro lado, existen especies de aves canoras para las cuales las vocalizaciones pueden
ser més facilmente clasificadas. Tal es el caso del canario doméstico (Serinus canaria), lo cual
representa una oportunidad valiosa: en esta especie, los gestos de presién involucrados en las

distintas vocalizaciones estan conservados entre los individuos de la especie. Por esto, el canto
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de cualquier canario adulto puede ser clasificado en 4 familias de tipos silabicos (Alliende et al.,
2010).

Para aprovechar la posibilidad de agrupar datos provenientes de distintos sujetos experi-
mentales, se decidi6 mantener el foco originalmente planteado pero migrando el estudio a otra
especie de aves canoras: los canarios domésticos, para los cuales, en adicién a las bondades an-
tedichas, se tiene el marco provisto por el modelo circular discutido en Seccién 1.7. Este es un
modelo del sistema neuronal del canto, capaz de reproducir como salida las entradas necesa-
rias para el modelo de produccién vocal y, de esta manera, también es capaz de producir canto
sintético realista. De gran importancia resultan las predicciones especificas sobre la actividad
poblacional de los nticleos durante la produccién vocal, en particular para el nticleo telencefélico
HVC (Alonso et al., 2016). Fue central para el desarrollo de este capitulo y el siguiente estudiar
un observable en los registros que permitiera evaluar las predicciones generadas por el modelo.

A pesar del cambio de especie, la pregunta a responder se mantiene, debido a que el modelo
circular captura el concepto de las transiciones de gestos motores o GTE, originalmente plantea-
dos para el canto de diamantes mandarines. Esto es porque independientemente del conjunto
definido como GTEs relevantes en la codificaciéon del canto, la actividad en HVC segtin el mo-
delo circular presenta rafagas de un gran nivel de actividad en instancias significativas de la
produccién motora.

En este capitulo y el siguiente, se discutirdn los desarrollos, la tecnologia incorporada al la-
boratorio y la puesta a punto de la técnica para poder llevar a cabo un nuevo tipo de registro,
asi como los resultados obtenidos. Los registros aqui presentados corresponderdn, como en los
capitulos previos, a registros extracelulares en animales anestesiados. Si bien esto provee evi-
dencia indirecta de la actividad neuronal durante el canto, la estrategia de animal anestesiado
permitié explorar la distribucién espacial de la actividad en HVC y sentar las bases para una
linea de experimentos posterior, que corresponde al trabajo de tesis doctoral de una compafiera

en el laboratorio (Cecilia T. Herbert).

4.2. Meétodos

4.2.A. El canto de los canarios

A diferencia del canto de los diamantes mandarines, los canarios presentan cantos que son
més largos y més variables. El motivo de canto de un diamante mandarin estd compuesto por
una secuencia de silabas; cada silaba producida una tnica vez. Los cantos de un canario, en cam-
bio, presentan una secuencia de “frases”, donde cada frase estd compuesta por la repeticiéon de
una misma silaba multiples veces. Estas frases pueden presentarse una tnica vez o ser repetidas

durante el canto. En la estructura interna de cada frase, la repeticién de silabas se realiza de ma-
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nera ritmica, con tasas silabicas definidas que pueden o bien ser estables o presentar variaciones
durante un segmento de vocalizacion sostenida. La tasa sildbica se define como fs,;; = 1/,
con Ty, el intervalo temporal entre el comienzo de una silaba y la siguiente. Las tasas sildbicas
varfan entre aproximadamente 2 Hz para las silabas mds largas y llegan hasta alrededor de los
40 Hz para las silabas de mas corta duracién (ver como ejemplo Figura 1.1).

Entre las distintas frases de canto ocurre una “transicién”, que pueden estar marcadas por
cambios abruptos en las caracteristicas actsticas de las vocalizaciones (duracién, frecuencia fun-
damental, contenido espectral, etc.). Adicionalmente, éstas también pueden ocurrir de manera
gradual cuando tiene lugar la variacién paulatina de alguna de estas caracteristicas. Tipicamente,
esto ocurre en segmentos prolongados de fonacién a una tasa sildbica de 20 Hz o superior. En
estos casos se habla de transicién debido a que las propiedades actsticas de las primeras silabas
del segmento difieren de las encontradas para las silabas del final, donde tipicamente tiene lugar
una transicién “abrupta” hacia otra frase de canto. Cémo definir estas transiciones serd discutido
en Subseccion 4.2.B.

Los canarios no tienen un canto tnico estereotipado como se tenia para el caso de diamantes
mandarines. Para determinar el “canto propio” (BOS) de cada sujeto, es necesario analizar mul-
tiples grabaciones y estudiar la presencia de secuencias que el sujeto repita de manera robusta.
De esta manera se logra extraer el canto mds probable dentro del repertorio natural del ave.

En la caracterizacién del canto de cada ave, las silabas se tomaron como la unidad minima
de representacion del canto, incluso cuando éstas estuvieran compuestas por mds de una “no-
ta” (traza ininterrumpida en el sonograma). Distintos sujetos pueden presentar distinto tamafio
de repertorio (cantidad de silabas distintivas que canta), pero independientemente de esto, sus
vocalizaciones pueden ser clasificadas en distintos “tipos” de silabas.

En trabajos previos se mostré que para el caso de los canarios, los patrones de presién en los
sacos aéreos involucrados en la produccién de canto podian ser obtenidos como las soluciones
subarmonicas de un sistema no lineal simple (Alonso et al., 2009; Trevisan et al., 2006). Dado ese
hallazgo, en un trabajo posterior se llev6 a cabo una descomposicion SVD (del inglés, singular
value decomposition) de la matriz de correlacién de las trazas de presién medidas para un conjunto
de distintos tipos de silabas (Alliende et al., 2010). En ese trabajo se concluy6é que descomponer
los posibles patrones de presién en una base de cuatro modos es suficiente para clasificar los
tipos de gestos de presiéon medidos.

Esto significa que, de esta manera, las silabas del canto de un canario pueden clasificarse a
partir de 4 “tipos” de silabas (ver paneles 14 en Figura 4.1). El primer ejemplo (panel 1) co-
rresponde a una frase de silabas denominadas “pulsatiles” (“P1b”). Estos gestos corresponden a
impulsos de presion espiratoria sostenida, donde cada pico en el gesto corresponde a un pulso de
sonido. Las silabas denominadas “P1” (panel 2) presentan un gesto conformado por oscilaciones

cuya forma es cercana a una sinusoide. Las silabas “P0” (panel 3) son gestos espiratorios largos,
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Figura 4.1: Clasificacién de los gestos de presién medidos durante la produccién del canto para canarios
domésticos. En los paneles de la izquierda se encuentran ejemplos de gestos de presién para los distintos
tipos de silabas encontrados en el canto de un canario: (1) pulsatil “P1b”, (2) “P1”, (3) “P0” y (4) “P2”".
A. Agrupamiento de gestos de presién provenientes de distintos sujetos (denotados por distintos tipos de
puntos) en las direcciones A1 y Ay, correspondientes a los primeros dos autovectores de la descomposicién
SVD de la matriz de correlacién de las trazas de presiéon. B y C. Proyecciones en uno de los autovalores
en una dimensién y una combinacién lineal de los restantes en la otra. En conjunto, (A-C) muestran el
resultado final: a pesar de la diversidad actstica presente en los sonidos de estas silabas, todos los casos
estudiados se agrupan en estas 4 categorias. Figura adaptada de (Alliende et al., 2010), usada aqui para
clarificar la clasificaciéon mencionada.

conformados generalmente por un pico breve seguido de un segundo gesto sostenido que genera
sonidos tonales (silaba conformada por dos “notas”). Por tltimo, las silabas categorizadas “P2”
(panel 4) son gestos de duracién intermedia entre P1 y PO, que suelen presentar una modulacién
leve y variaciones respecto de la instancia en la cual se encuentra el pico de presién. Este puede
encontrarse al inicio o al final, resultando en lo que tipicamente se llama un “barrido hacia abajo”
0 "barrido hacia arriba” en frecuencia fundamental, respectivamente. Los nombres asignados a
estos gestos de presion tienen una correspondencia con la relacién que existe entre el periodo
del forzante y el periodo del forzado en las soluciones sub-armoénicas de un sistema no lineal
simple (para més detalle, ver (Alliende et al., 2010)). De esta manera, “P1” indica un patrén de
tipo “periodo 17, lo que quiere decir que la frecuencia del forzado es idéntica a la frecuencia del

forzante, mientras que “P2” indica una solucién subarmoénica donde la frecuencia del forzado es
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la mitad que la del forzante.

Adicionalmente, y de extrema relevancia para la clasificacién del canto en los experimentos
realizados como parte de esta tesis, se encontré que cada uno de estos 4 tipos de silabas distintas
conforman frases de canto con tasas sildbicas caracteristicas (Alliende et al., 2010). Las silabas
“P1b” presentan una tasa sildbica > 27 Hz, mientras que para las “P1” esta tasa estd en el
rango de 13 — 25 Hz. Para “P2”, esta frecuencia decae a un rango entre 8 — 12 Hz y, por tltimo,
para las silabas mads lentas dentro de esta clasificacién, las “P0”, la tasa sildbica esta entre los
2 Hz y los 5Hz.

Este resultado es altamente relevante debido a que permiti6 la clasificacion de los tipos sildbi-
cos presentes en los cantos teniendo en cuenta los rangos de tasa sildbica dentro de cada frase y
no a partir de un estudio de los gestos de presién involucrados. De esta manera, se minimizaron
las intervenciones previas sobre los animales candidatos a cirugia para medir actividad en el

nucleo neuronal telencefdlico HVC.

4.2.B. Determinacion del canto propio
Sujetos experimentales

Como en los experimentos previos en diamantes mandarines mostrados en Capitulo 2 y Capi-
tulo 3, se realizaron sesiones de grabacion del canto para cada sujeto previo a realizar cualquier
intervencion quirdrgica. Los canarios usados en estos experimentos fueron adquiridos en una
asociacion de criadores local. Todos los canarios adquiridos y empleados en los experimentos
tenfan al menos un afio de edad (los més jévenes habian nacido durante la temporada del afio
anterior), y presentaban cantos caracteristicos de un macho adulto de la especie. A su entrada
al laboratorio, los animales son sometidos a un proceso de control sanitario y monitoreo por un
periodo de 10 dias. Luego de ese periodo, los animales son alojados en jaulas comunes donde
tienen acceso a comida y agua ad libitum, manteniendo un periodo de luz/oscuridad de 14h/10h
respectivamente.

En su estadia en el laboratorio, los animales fueron periédicamente removidos de la jaula
comun y alojados en jaulas individuales que se ubicaron en otra sala del laboratorio, en el interior
de una cdmara de atenuacién actstica. Estas cdmaras permiten obtener grabaciones de canto de
alta calidad y estdn equipadas para mantener el mismo fotoperiodo en que se tiene a los demads
animales y cuentan con micréfonos direccionales (Takstar SGC 568) para realizar los registros
de canto. Los cantos grabados fueron cantos espontdneos que ocurrieron mientras el animal era
alojado en la cdmara de atenuacion.

La sefial del micréfono fue amplificada utilizando un amplificador de audio (HSR) y digita-
lizada a 16 bits/muestra y a una frecuencia de muestreo de 20 kHz. Para cada ave, se ajust6 la

ganancia de amplificacion de forma que la sefial registrada no fuera distorsionada por satura-
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cién. La adquisicién fue configurada utilizando el software Avisoft recorder (Avisoft Bioacustics),
que permite seleccionar un nivel de umbral sobre la sefial amplificada del micréfono para ac-
tivar la adquisicion. Este umbral fue ajustado para cada animal a modo de minimizar disparos
de adquisiciéon por ruidos de movimiento en la jaula. Adicionalmente, se utilizé6 un buffer de
muestras correspondiente a 10 segundos previo al disparo de la adquisicion para obtener can-
tos completos sin perder el registro de las primeras silabas vocalizadas, que pueden ocurrir con
menor amplitud que el resto. Por dltimo, también se configuré la duracién minima en 3 segun-
dos, también para minimizar los disparos de adquisicion, pero en este caso para evitar registrar
archivos que sélo consistieran en llamadas (vocalizaciones diferentes a las silabas de canto y de
menor duracién).

Usualmente, el primer dia de manipulacién y movimiento a esta cdmara los animales pro-
dujeron un nimero reducido de cantos o ninguna vocalizacién en todo el dia. Por este motivo,
los animales permanecieron alojados en las cdmaras de atenuacién actstica durante al menos
dos dias, dependiendo de la cantidad de grabaciones registradas. Como en el caso de las jaulas

comunes, los animales tuvieron acceso a comida y agua ad libitum en este proceso.

Anadlisis de los cantos grabados

Los canarios domésticos presentan instancias de canto espontdneo durante el dia. Estos cantos
espontdneos presentan variabilidad en la duracién total del canto, las silabas cantadas y el orden
en que se realizan algunas de las transiciones entre las frases de distintas silabas. Por esto, para
determinar el canto propio del ave (BOS) fue necesario un estudio detallado de los sonidos
grabados. En este proceso, el objetivo fue determinar el canto mds probable, debido a que éste
fue el estimulo auditivo presentado durante los experimentos y, una vez determinado, queda fijo
durante la experimentacién con cada ave.

La inspeccién de los cantos grabados se realiz6 manualmente utilizando un programa de
andlisis y procesamiento de sefiales de sonido, Praat (Boersma & Van Heuven, 2001). Entre las
bondades del programa para esta tarea se encuentra el poder cargar multiples archivos a la vez
para su andlisis, una visualizacién de la sefial grabada y el sonograma de la sefial, asi como la
posibilidad de visualizar un corte espectral para un determinado intervalo de tiempo. Debido a
que la identificacion de silabas y el etiquetado de frases se realizé de manera manual, la sefal fue
analizada tanto en término de variables temporales (duracién de silaba, intervalo intersildbico,
envolvente del sonido, etc.) como espectrales (frecuencia fundamental de las silabas, ancho de
banda, contenido arménico, modulacién de frecuencia, etc.).

El proceso de selecciéon del canto propio de un ave comienza con una inspeccién a gran esca-
la de los cantos registrados, dando prioridad a los cantos méds recientes que se hayan registrado

para el animal. Durante la temporada de apareamiento los canarios pueden incorporar nuevas
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silabas a su repertorio. Por esto, se tuvo el cuidado de utilizar las grabaciones mds recientes
para determinar el canto de cada animal. Se busc6 que los animales que fueran sujetos a experi-
mentacion tuvieran un repertorio estable o que presentara minimas variaciones a lo largo de las
sesiones monitoreo del canto.

Luego de la inspeccion cualitativa, se realiza un anotado manual de cada silaba tinica encon-
trada y se le asigna una identidad, tomando nota del archivo de sonido que se us6 para “definir”
cada silaba. Para definir cada unidad se analizan las propiedades de segmentos de canto utili-
zando Praat y, en particular, observando la evoluciéon temporal del espectro representada con
el sonograma. A la vez que se comienza a definir el repertorio de un animal, se registran las
secuencias de frases encontradas en cada canto. En Figura 4.2 puede verse un ejemplo de un
canto grabado de un animal, su segmentaciéon en las distintas frases (identificadas con letras,
paneles superiores) y una silaba perteneciente a cada una de las frases (identificadas con las
mismas letras, paneles inferiores). En este caso, el canto total tiene una duraciéon de aproxima-
damente 7 segundos y la secuencia cantada es “(ABC)DEFG”. (ABC) se ha agrupado como una
sola frase, pero se muestran 3 segmentos del interior de la frase para mostrar leves variaciones
en las silabas. En el registro de la secuencia no se tiene en cuenta la cantidad de veces que un
animal produce cada silaba dentro de cada frase, sino la secuencia de frases cantada. En esta
figura se ha utilizado un canto corto y un repertorio acotado, a modo de ilustracién del proceso
de identificacién de las distintas silabas de cada canto.

En el panel superior de la figura se ilustran los ejemplos de distintos tipos de transiciones
entre frases. Notar que existen transiciones “abruptas” (por ej., E — F, F — G) y otras que ocurren
de manera gradual (por ej., C — D, D — E). En el panel inferior se muestra el repertorio, donde
por claridad en la visualizacién se ha extraido una silaba de cada frase y se ha mantenido la
escala relativa entre las silabas. Los primeros tres paneles, marcados como (A,B,C) corresponden
a la evolucion de las silabas dentro de una frase del tipo P1b o pulsétil. Se muestran aqui como
eventos separados para mostrar la posibilidad de variacién actstica dentro de una misma frase.
Las silabas D y E son del tipo P1, pero con tasas sildbicas que difieren en més del 20 %. La silaba
F corresponde a una vocalizacién del tipo PO y estd formada tipicamente por una nota corta (el
pico de alto contenido espectral cerca del inicio de la silaba) y una nota larga (el segmento de
espiracion sostenida a una frecuencia fundamental constante, representando un sonido tonal). En
el caso de la figura, la silaba PO mostrada tiene 2 “notas” antes de la parte tonal, una variacién de
la silaba PO prototipica. Por ltimo, la silaba G, de duracién intermedia entre F y E, es una silaba
del tipo P2, realizando un “barrido descendente” en frecuencia fundamental. Este canto, entonces
sirve como ejemplo para mostrar los 4 tipos de vocalizaciones encontradas en los canarios. Notar
que cuando se mencionan los tipos P0, P2, P1 y P1b, esto no quiere decir que por cada tipo exista
una sola silaba posible: en efecto, las silabas del tipo D y E corresponden a diferentes ejemplos
de silabas P1.
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Figura 4.2: Ejemplo de canto, identificacién de frases y repertorio de un canario. (Panel superior) Canto
grabado y su sonograma. Las lineas verticales marcan las transiciones de frases, donde puede verse que
existen transiciones “abruptas” (por €j., F — G) y otras “graduales” (por €j., D — E). La secuencia marcada
como (ABC)DEFG indica la identidad de la silaba en cada frase. (Panel inferior) Ampliaciones de silabas
tnicas dentro de cada frase mostrada en el panel superior. Los paneles mantienen las escalas relativas de
las duraciones de las silabas. A, B, C: sflabas pulsétil o P1b (silabas correspondientes a una misma frase);
D, E: silabas P1; F: silaba P0O; G: silaba P2. La seleccién del canto mds probable de un animal requiere de
la determinacién de su repertorio y de la secuencia cantada més probable. Para esto, se estudiaron del
orden de 100 cantos por ave.
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Para cada animal, se estudiaron multiples grabaciones de canto y, de estar disponibles, gra-
baciones de mdltiples dias para definir su repertorio y su canto mdas probable. En promedio,
se analizaron y anotaron manualmente 114 & 27 cantos por sujeto experimental. Para analizar
la secuencia més probable, se buscaron patrones de secuencias robustos y con una alta proba-
bilidad de ocurrencia. Para esto, se estim¢ la probabilidad de ocurrencia de cada frase como
pfr = (#fr+)/(#cantos), con py, la probabilidad de ocurrencia de la frase, (#fr+) la cantidad
de secuencias en las que estd presente la frase y (#cantos) la cantidad de cantos analizados. Se
hizo lo mismo para las transiciones p;,, que determinan la secuencia observada. Por tltimo, se
buscaron dentro de las secuencias completas de cada canto, aquellas sub-secuencias formadas
por mas de dos frases que que estuvieran presente en un gran nimero de cantos analizados
(psub)'

Con la informacién de las secuencias y las probabilidades de encontrar cada tipo de frase y
cada transicién en los cantos grabados, se logré determinar satisfactoriamente un “canto propio”
para cada sujeto como estimulo a utilizar en el experimento. Estos métodos de clasificacién de
canto de canarios han sido utilizados en estudios previos (Del Negro et al., 2005). En el caso
de que existieran secuencias de distinta duracién y similar probabilidad y/o que exploraran
otro subconjunto del repertorio, se determinaron hasta 3 cantos para cada animal. En lo que
sigue, en caso de necesitarlo me referiré a ellos como “BOS1”, “BOS2”, “BOS3”, etc. En esta
nomenclatura, “1” es aquel que fue considerado como el mds probable a partir del andlisis
antedicho, “2” una alternativa de similar (pero inferior) nivel de probabilidad, etc. Tipicamente,
se obtuvieron 2 “cantos propios” para cada ave, empleando la secuencia més caracteristica como
estimulo principal y un segundo canto “alternativo” que abarcaba alguna caracteristica que el
primero no capturaba (alguna/s transicione/s distintas, otro subconjunto del repertorio, etc.).
Como paso adicional en el estudio de cada canto, una vez seleccionados los estimulos y realizado
un experimento con éxito, se determinaron precisamente las instancias temporales en las que
ocurren las transiciones de silabas, asi como los tiempos de inicio de cada silaba en el canto. Con
esta informacién, también fue posible determinar de manera robusta la tasa sildbica promedio
en cada frase de canto.

Las transiciones fueron determinadas a partir de una inspeccién manual de los cantos involu-
crados en los experimentos. Para definir una transicion, se observaron en conjunto la frecuencia
fundamental de las silabas en el canto, su contenido espectral y la evolucién temporal del es-
pectro; la duracién de las silabas y las caracteristicas de la envolvente de sonido. En transiciones
abruptas (p. €j., E — F en Figura 4.2), la determinacién es sencilla. En otras transiciones (p. €j.,
C — D), definir la instancia precisa en la cual ocurri6 la transicién de una silaba a otra no es
tan sencillo. En estos casos, evaluar cambios en la tasa sildbica asiste en la tarea enormemente.
Para poder evaluar la tasa sildbica, es necesario determinar los inicios de silabas en el canto. Esta

no es una tarea simple, debido a que existe un amplio rango de amplitudes en las vocalizacio-
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nes de canarios, lo cual no ocurre con los cantos de diamantes mandarines. Por este motivo, la
determinacién de los comienzos de silabas para canarios se benefici6 de un procesamiento en
etapas.

En primer lugar, se computé la envolvente como el valor absoluto de la transformada de
Hilbert del canto y se normaliz6 a su valor maximo. Esa envolvente fue suavizada en ventanas
de 50 ms y se buscaron picos para determinar la cantidad de silabas presentes y el tiempo
aproximado de cada una. La segunda etapa consistié en construir una funcién de deteccién a
partir del logaritmo de la envolvente original, suavizada en ventanas de 10 ms. Esta funcién
de deteccién fue normalizada para tomar valores entre 0 y 1. A partir de un umbral sobre la
funcién de deteccion (determinado en 0.33), se detectaron los potenciales inicios como los cruces
de ese umbral. Para eliminar artefactos, se busco el evento que cruzara el umbral sobre la funcién
deteccion previo a la ocurrencia del evento detectado sobre la envolvente suavizada en el primer
paso. Este conjunto resulté robusto frente a artefactos (identificando hasta el 98 % de los inicios
de silabas correctamente en los cantos analizados).

La salida de este andlisis fue supervisada y el 2% de los errores en la deteccién fueron
corregidos manualmente, tipicamente ocurriendo para silabas de baja amplitud donde el umbral
es més sensible en la deteccién. Con los tiempos de inicio, se computé una sefial de evoluciéon

temporal de la tasa sildbica. Entre dos silabas consecutivas, la tasa sildbica estd dada por f;;11 =

; L con t; el tiempo de inicio de la silaba i-ésima. Para eliminar fluctuaciones en la tasa
sﬁrélbicai se realiz6 una interpolacién lineal en puntos intermedios entre las silabas y un suavizado
en una escala de 100 ms.

Con la informacién provista por esta traza, se definieron todas las transiciones, ya que éstas
quedan representadas por variaciones en la tasa sildbica. Por dltimo, una transicién se definié
temporalmente como el comienzo de la primer silaba luego de que se apreciara un cambio
cualitativo en las caracteristicas sildbicas. Para el ejemplo mostrado en Figura 4.2, se muestra este
andlisis en Figura 4.3. En (a) puede observarse la traza de tasa sildbica suavizada (linea sélida)
con su barra de error (sombreado naranja). Cada segmento marcado con una letra corresponde
a una frase, como en Figura 4.2, con (ABC) tres silabas de una misma frase. Esto se debe a que
el segmento dado por (ABC) corresponde a un segmento de vocalizaciones a una tasa silabica
siempre mayor a los 27 Hz, por lo cual es altamente probable que correspondan a un mismo
gesto espiratorio del tipo P1b o pulsatil.

La tasa sildbica sigue en descenso a medida que el animal canta, pero no presenta variaciones
cualitativas durante el segmento D, hasta llegar a E, otra frase del tipo P1 en la cual la tasa
sildbica se mantiene estable, y cuya transicién respecto del segmento D puede observarse como
un punto de inflexién en la sefial. Luego, la tasa sildbica disminuye abruptamente al producirse

F la frase de silabas del tipo PO, para subir levemente hacia el final, con G, una frase del tipo P2.
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En (b) y (c) se muestran la sefial de canto grabada y su sonograma, respectivamente.
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Figura 4.3: Determinacién de las instancias de transiciones en el canto de un canario. (a) Tasa silabica
en funcién del tiempo, determinada a partir de los inicios sildbicos detectados en el canto (sefial mostrada

: e . ] 1
en (b)). Con linea sélida se marca la tasa sildbica, determinada entre dos silabas como f; ;11 = — . El

ti1—t
drea sombreada corresponde al error absoluto en cada punto. Las transiciones de frases dejan Jnla hliella
en la traza de tasa sildbica, como puede verse en la transicion D — E). Esto resulté de ayuda para deter-
minar la instancia temporal en la que ocurren las transiciones “graduales” (ver texto). El segmento (ABC)
fue tomado como una tnica frase, debido a que corresponde a un segmento continuo de vocalizaciones a
una tasa sildbica superior a los 27 Hz, por lo cual es altamente probable que corresponda a un tinico gesto
espiratorio del tipo pulsétil o P1b. En (b) y (c) se muestran el canto analizado y su sonograma (mismo
ejemplo mostrado en Figura 4.2).

4.2.C. Experimentos de electrofisiologia

El objetivo principal de los experimentos propuestos fue estudiar la codificacién neuronal
del canto en las neuronas del ntcleo telencefdlico HVC, empleando para esto el paradigma de

animal anestesiado ya introducido en Capitulo 2 y Capitulo 3. En estos experimentos se estudia
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la respuesta de neuronas en el nticleo ante presentaciones de estimulos auditivos. La respuesta
auditiva en HVC provee informacién sobre cémo son codificados estos estimulos en el ntcleo
y, a su vez, esto constituye evidencia indirecta sobre la actividad neuronal involucrada en la
produccién del canto (Dave & Margoliash, 2000; Prather et al., 2008; Yu & Margoliash, 1996).

En este marco de trabajo se tienen las predicciones sobre la actividad poblacional del niicleo
HVC a partir del modelo presentado en El modelo “circular” (Subseccién 1.7.A). El observable
que permitiria evaluar la validez de las predicciones seria la actividad poblacional del ntcleo,
en particular de la subpoblacién de neuronas proyectoras a RA. En los registros llevados a cabo
durante los estudios mostrados en Capitulo 2 y Capitulo 3, la muestra obtenida de neuronas por
cada individuo es pequefia respecto del total de neuronas en HVC (del orden de decenas de miles
de neuronas). Para aumentar el muestreo de actividad en cada experimento y poder registrar un
gran nimero de neuronas, se incorpor¢ al laboratorio la tecnologia de sondas de silice (en inglés:
silicon probes). Estas son sondas comerciales (p. €j., Neuronexus) que estan conformadas por
arreglos multielectrodo. Los sitios de medicién son de Iridio y tienen un drea aproximada de 177
um?, con impedancias nominales a 1 kHz de entre 1 MQ y 2 MQ.

Los arreglos pueden fabricarse en distintos tipos de geometrias. Por ejemplo, para un arreglo
lineal, la sonda Neuronexus modelo A1x32 tiene 32 sitios de medicién centrados en una guia.
Estos sitios estdn separados 25 pum entre si, cubriendo una longitud total de 775 um. La sonda
tiene un perfil que va angostandose hacia la punta. Su ancho en la punta es de unos 27 um, y de
145 um en la parte superior. Otra de las sondas utilizadas, también de 32 canales fue la sonda
Neuronexus modelo A1x32-Poly2. Esta alternativa presenta también una tnica guia, pero dos
columnas de sitios de medicién en un arreglo no lineal en el interior de esa guia. En este caso, las
columnas de sitios estan separadas 50 ym entre si. Los sitios dentro de cada columna también es-
tan separados por 50 um. Las dos columnas, sin embargo, estan verticalmente desplazadas unos
25 pum entre si, de manera que los sitios de las dos columnas no estan horizontalmente alineados.
Debido a la presencia de dos columnas de sitios de registro, esta configuraciéon presenta una
punta de 43.3 um de ancho, mientras que el ancho méaximo de la sonda en su extremo superior
es de 113 um. Una referencia de ambas geometrias de sonda puede consultarse en Seccién 7.2.

Los experimentos realizados se restringieron a estas dos configuraciones, en particular debido
a que la puesta a punto de la técnica con este nuevo tipo de registros se realiz6 en el desarrollo
de los experimentos. La configuracién lineal A1x32 fue la mas ampliamente utilizada, y salvo se
indique lo contrario, los registros mostrados fueron realizados con este tipo de arreglo. Dada la
longitud de estas sondas (> 700um), una penetracién en la cual ésta se introduce por completo
en el tejido permite cubrir al nicleo HVC en profundidad. Conceptualmente entonces, el disefio
del experimento con cualquiera de las dos configuraciones permite el registro de la actividad en
multiples sitios dentro de HVC, realizando una tnica penetracion en cada sitio. De esta manera,

se busco poder realizar una muestra de la actividad en HVC de mayor ntimero de neuronas
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a partir de estudiar no sélo la actividad en profundidad (en una misma penetracién), sino su
distribucién espacial (realizando multiples penetraciones en HVC para cada animal).

Para poder realizar los registros en simultdneo de los multiples canales en las sondas se
adquiri6 también un nuevo tipo de sistema de adquisicion, sobre el cual se dan mds detalles en

Registros electrofisioldgicos (Seccion 4.2.C).

Estimulos presentados

Para cada ave, el conjunto de estimulos para el experimento fue: (1) canto propio més pro-
bable (BOS) como discutido en Subseccién 4.2.B; (2) canto de un macho adulto conespecifico
(CON) de aproximadamente la misma duracién que BOS y (3) canto propio reproducido en
reversa (REV). Como se discuti6é previamente, en caso de haber seleccionado méas de un canto
propio para un ave (ej., “BOS1”, “BOS2”, etc.), el conjunto de estimulos a presentar se multipli-
ca. En este caso, se tenian 3 estimulos por cada “BOS” seleccionado (ej: “BOS1, CON1, REV1”,
“BOS2, CON2, REV2”, etc.). Para cada conjunto, los tres estimulos utilizados presentan el para-
digma experimental para estudiar la selectividad en la actividad de neuronas en HVC, como se
mostré en Capitulo 2 y Capitulo 3. Para canarios, la duracién promedio del canto es significativa-
mente mayor que para los diamantes mandarines. Para las grabaciones analizadas, se tiene una
duracién promedio de los cantos de: (11,5 £ 5,1) s, con valores maximos que pueden exceder ese
intervalo (33.7 s). Por este motivo, la duracién de cada protocolo experimental medido representa
una duracién apreciable del tiempo de experimento (un protocolo completo de 20 repeticiones

de cada estimulo puede durar del orden de 25/30 minutos).

Cirugias

Las cirugias realizadas a los animales son idénticas a las antes descriptas para el caso de
diamantes mandarines en Capitulo 2 y Capitulo 3. Una vez que la grabacién de los cantos ha
finalizado y se tiene un gran ntiimero de archivos para poder realizar la seleccién del canto
discutida en Subseccién 4.2.B, los animales son intervenidos en una cirugia preparatoria. En
ésta, se interviene a los animales bajo anestesia gaseosa para implantar un pequefio poste de
acero inoxidable en el craneo utilizando cemento dental y cianoacrilato. En esta primer cirugia
preparatoria también se despeja la zona donde se realizardn las craneotomias necesarias para el
registro de actividad neuronal el dia del experimento.

El dia de los registros, los animales tuvieron acceso y comida ad libitum hasta el mediodia.
En ese momento fueron privados de comida y agua por el término de una hora. Se realiz6 un
pesaje de control antes de administrar la primer dosis de anestesia inyectable (uretano, dosis
total: 5 ul/g distribuida en 3 alicuotas separadas por 30 minutos cada una). El animal anes-

tesiado fue sostenido y ubicado en el marco estereotdxico. Su cabeza fue fijada por medio del
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poste previamente implantado. Se identificé el sitio para realizar la craneotomia sobre HVC a
partir de coordenadas estereotdxicas, marcando con un electrodo de prueba. Luego de realizar
las craneotomias necesarias para el cable de tierra/referencia y para la inserciéon de la sonda en
HVC, se realiz6 la penetracion en el tejido descendiendo la sonda utilizando un micromanipula-
dor hidraulico (Narishige MO-10) (para ver mds detalles sobre estos procedimientos, consultar
Capitulo 2 y Capitulo 3). Los experimentos duraron hasta un maximo de 16 horas. Durante todo
el proceso, los animales fueron monitoreados por cambios en su estado anestésico y, en caso de

ser necesario, se administraron refuerzos de la anestesia inyectable en alicuotas de 20 — 30 ul.

Registros electrofisiol6gicos

La incorporacién de sondas multi-electrodo requirié de cambios en la electrénica utilizada
para la amplificacién y la digitalizacién de las sefiales medidas. Los experimentos realizados
previamente (detallados en Capitulo 2 y Capitulo 3) consistieron en la medicién de actividad
neuronal con electrodos de un sélo canal.

La posibilidad de registrar un gran niimero de canales de actividad neuronal en simulta-
neo ha visto avances tecnoldgicos notables en la tltima década. En particular, compafiias como
Intan Technologies, LLC (Los Angeles, CA, USA) han desarrollado soluciones con microchips
especializados para la adquisicién de biopotenciales. Los chips Intan integran soluciones de am-
plificaciéon de bajo ruido (= 2,4 uV,s), filtros programables (0,1 Hz — 7500 Hz) y un conversor
A /D de 16 bits con capacidades de multiplexado. Los chips amplificadores Intan se conectan di-
rectamente a las sondas de registro, recibiendo una entrada analégica y transmitiendo a la salida
la sefial digitalizada. De esta manera, como la pequefia sefial analdgica de los electrodos (orden
de magnitud: 100 #V) es transformada a un flujo de datos digitales, este sistema de adquisicién
reemplaza los circuitos e instrumentacion analégica “clasica”.

Los chips amplificadores utilizados fueron Intan modelo RHD2132 (amplificador de 32 cana-
les), al que se conect6 la sonda multi-electrodo a la entrada. La salida del amplificador es conec-
tada mediante un cable conector RHD2000 SPI a una placa de evaluacién Intan (Intan RHD2000
Evaluation Board), que se conecta mediante un cable USB a la PC, donde se almacenan las se-
nales digitalizadas. La placa de evaluacién Intan RHD2000 también tiene entradas analégicas,
puertos de tierra y un conversor digital/analégico (DAC) para el monitoreo de sefiales neurona-
les utilizando un parlante/monitor de audio. El esquema de estas conexiones durante un registro
puede verse en Figura 4.4.

La adquisicién fue configurada utilizando una computadora y el programa provisto por Intan
(RHD2000 Evualuation System Software). Con el mismo programa, es posible realizar un moni-
toreo en tiempo real de la sefial durante el experimento. En Figura 4.5 se muestra una captura de

pantalla durante uno de los experimentos. Cada ventana corresponde a 1 segundo de actividad
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Figura 4.4: Esquema de conexiones durante un experimento. El ave anestesiada estd en el interior de
una caja actstica blindada eléctricamente con una jaula de Faraday. La craneotomia (en detalle) permite
ingresar la sonda a HVC. Una segunda craneotomia mas pequefia, realizada en el hemisferio contralateral
se utiliza como sitio de referencia para el electrodo. La conexién de la sonda es conectada a la jaula de
Faraday, y ésta a la conexién de tierra de la placa de adquisicién Intan RHD2000. También en el interior de
la caja actstica se encuentra un parlante, que se utiliza para presentar estimulos durante el experimento
y una cdmara web, que se utiliza para monitorear al ave. La conexion PC — ADC de la placa Intan se
detalla en Figura 4.6. Desde la PC, se controla la adquisicion (ADQ) y se monitorean tanto la sefial de
los canales de la sonda como el estado del animal a través de la imagen de la cdmara web. El parlante
externo se utiliza como monitor de audio, alimentado por la sefial del conversor digital/analégico de la
placa Intan.
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registrada en un canal con el amplificador RHD2132 que, a su vez, se corresponde a un sitio de
medicién en la sonda Neuronexus A1x32. La escala vertical para el monitoreo es configurable y
en este caso es de 200 uV para todos los canales. En este ejemplo, pueden verse canales que
no presentan sefial apreciable (por ej., canal A-000) y otros donde se observan espigas corres-
pondientes a los potenciales de accién de neuronas de HVC (por ej., el canal A-024, resaltado).
La presencia de espigas de distinta amplitud en un mismo canal indica que se esta registrando
la actividad de multiples neuronas. Por otro lado, la ausencia de sefial neuronal en un canal se

debe a que los sitios de medicién no estdn en la cercania de neuronas de HVC.
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Figura 4.5: Ejemplo de registro en proceso (captura de pantalla). (a) Cada panel representa un canal
distinto de la sonda de silice NeuroNexus A1x32. La leyenda encima y debajo de cada panel identifica
al canal en la adquisicién y muestra la escala configurada (en este caso: 200 #V). Adicionalmente, puede
apreciarse que existen canales en el registro en los cuales no hay actividad presente (p. ej., A-000), lo
cual se debe a la ausencia de actividad neuronal en la cercania del sitio de medicion de la sonda. Notar,
adicionalmente, que en la visualizaciéon del programa los canales no estan ordenados por el sitio de la
sonda y por esto se ven intercalados canales sin sefial y canales con sefial apreciable. (b) Ampliacién del
canal seleccionado con reborde rojo en (a). Esta utilidad del programa, llamada “visor de spikes” (del
inglés, spike scope), permite configurar manualmente un nivel de disparador para aislar y visualizar los
disparos provenientes de una tinica neurona durante el experimento. Esta implementacién por software
reemplaza el monitoreo tradicional que utilizaba un osciloscopio.

Con este mismo programa pueden establecerse los pardmetros para la adquisicién con la
placa (frecuencia de muestreo, caracteristicas del filtro de entrada, formato de los archivos, etc.).
La frecuencia de muestreo fue establecida en 20 kHz y las propiedades del filtro de entrada se
configuraron para obtener un filtro pasabanda entre 0,1 Hz y 5000 Hz. Para el monitoreo de las
sefales durante el experimento, se utiliz6 un filtro digital por software entre 300 Hz y 5000 Hz.

De esta manera, durante el experimento se monitore6 la actividad dada por los potenciales de

78



4.2 Métodos

accion de las neuronas presentes en cada canal, obteniendo una visualizacién como la que se
muestra en Figura 4.5. La actividad neuronal también fue monitoreada durante los experimentos
utilizando un monitor de audio (parlante) conectado a la salida del conversor digital-analégico
(DAC) con el que cuenta la placa Intan. De esta manera, al seleccionar un dado canal en el
software, la salida DAC puede escucharse en tiempo real para cualquier canal dado.

El proceso experimental fue el siguiente. Una vez que se identificaron las coordenadas de
HVC y se realiz6 la craneotomia en el animal anestesiado, se removi6 la duramadre y se posicio-
né la punta de la sonda Neuronexus en las coordenadas elegidas para la penetracién en HVC. Se
cerr¢ la jaula de Faraday que recubre el dispositivo estereotadxico y, a su vez, se cerr6 la cdmara
de aislamiento actstico donde se encuentra el dispositivo. El animal fue monitoreado durante el
experimento utilizando una cdmara web en el interior de la cdmara.

La sonda fue introducida en HVC utilizando un micromanipulador hidrdulico controlado
desde el exterior de la cdmara de atenuacién sonora (caja actistica) donde se encontraba el ani-
mal. La actividad del canal mds profundo de la sonda fue monitoreada en tiempo real con el
software mientras se escuchaba la sefial utilizando la salida DAC. Comtnmente, luego de reco-
rrer 200 pum — 400 pum en profundidad se obtuvo actividad neuronal y con el descenso de la sonda
sobre el tejido, se apreci6 actividad en otros canales. De esta manera, se descendié hasta que la
sefial originalmente encontrada en la punta de la sonda comenzara a disminuir en amplitud o
dejara de ser apreciable por sobre el ruido. En ese punto se consideré que la punta de la sonda
estaba cerca de los limites de HVC y se comenz6 con la presentacion de estimulos. Si al llegar a
una profundidad de unos 1000 pm no se encontraba sefial neuronal apreciable, se subia la sonda
utilizando el micromanipulador hidraulico y se realizaba una penetracién en otro sitio de HVC.

En caso de tener sefial neuronal, se prob¢ si la presentacion de los cantos seleccionados
para ese ave generaba respuesta en las neuronas del nicleo HVC. Para esto, el interior de la
cdmara donde se encuentra el ave cuenta con un parlante conectado a la PC de registro. Los
estimulos fueron presentados con una intensidad de aprox. 70 dB. En caso que ninguno de los
estimulos seleccionados lograra generar una respuesta apreciable (modulacién de tasa de disparo
de las neuronas presentes en los canales con actividad), como en el caso de no registrar sefial
neuronal, se removié la sonda y se realizé6 una penetracién en otro sitio dentro de HVC. En
caso de que para una penetraciéon dada la respuesta fuese marginalmente significativa, se evalu6
cualitativamente la respuesta a partir de 10 presentaciones del canto propio del animal antes de
realizar un protocolo completo de medicién.

Finalmente, en el caso en que la actividad si presentara respuesta a los estimulos presentados,
se procedi6é a medir un protocolo completo. Este protocolo consistié en 20 presentaciones de cada
estimulo dentro de un conjunto de los definidos en Estimulos presentados (Seccién 4.2.C). Las
presentaciones fueron aleatorizadas utilizando un cédigo desarrollado en Matlab. La secuencia

en que se presentaron los estimulos es guardada en un archivo de texto que lleva la identidad
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del protocolo presentado. El intervalo entre los comienzos de presentaciones de estimulos fue
fijado sumando 8 segundos a la duracion del canto propio del ave, manteniendo un intervalo
constante durante todo el protocolo. Los 8 segundos de silencio se utilizaron para permitir una
relajacion a niveles de actividad basal antes de presentar estimulos sucesivos.

Utilizando la placa de sonido de la PC como salida, un canal de un cable de audio se co-
nect6 al parlante que se encuentra en el interior de la cdmara de atenuacién acustica. El canal
restante del cable fue utilizado para enviar una sefial sinusoidal de 2000 Hz, 2250 Hz o 2500 Hz
durante cada estimulo presentado (canto propio o BOS, canto de un macho adulto conespecifico
0 CON y canto propio presentado en reversa o REV, respectivamente). Esta sefial es registrada en
simultdneo con la actividad neuronal en la PC mediante el conversor A/D de la placa RHD2000
Evaluation Board. De esta manera, la sefial del canal analégico tiene a su vez la informacién del
orden en que se present6 cada estimulo y los tiempos de comienzo de la presentacién de cada
estimulo. Esta informacién fue utilizada posteriormente para realizar la segmentacion de la sefial
registrada en cada uno de los ensayos correspondientes. Un segmento de los registros sin proce-
sar mostrando este proceso se ilustra en Figura 4.6. Para identificar los tiempos de comienzo de
presentacion, se pre-acondiciono la sefial del canal analégico filtrdndola con un filtro pasabandas
entre 1500 y 3500 Hz (filtro de fase nula tipo Butterworth de orden 4). Una vez acondicionada
la sefial se realiz6 una busqueda algoritmica de los primeros picos de cada segmento sinusoi-
dal. Utilizando esas instancias temporales como comienzo de presentacién de los estimulos se
introduce un corrimiento sistemético de 0.10-0.15 ms para cada segmento (no acumulativo entre
segmentos) que es luego corregido. La informacién de estos tiempos se combina con la secuencia
en que se presentaron los estimulos para recuperar para cada uno de ellos los 20 segmentos de

respuesta neuronal asociados a las presentaciones al azar.

Procesamiento y andlisis de las sefales

Como se discuti6 al principio de este capitulo, se buscé recuperar de los datos un observable
que permitiera contrastar las predicciones del modelo circular. Por este motivo, el analisis se
realiz6 en tres etapas complementarias. Por un lado, se analiz6 el potencial de campo local en el
nucleo telencefdlico HVC a partir de la observacion de un fenémeno que no ha sido descripto
previamente en canarios. Como el potencial de campo local integra informacién espacial de las
corrientes sindpticas lentas de un gran nimero de neuronas, es un observable de interés en el
estudio de la actividad a gran escala de HVC. El potencial de campo local o LFP no ha sido des-
cripto en detalle en aves. Estudios recientes han explorado esta medida para el caso de diamantes
mandarines (Beckers & Gahr, 2010; Lewandowski & Schmidt, 2011; Markowitz et al., 2015), pero
- a conciencia del autor - el LFP no ha sido descripto en HVC para canarios con anterioridad. Si

bien esta descripcién resulta novedosa en si misma, una segunda etapa buscé relacionar el LFP
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Figura 4.6: Ejemplo de reconstruccién de los tiempos en que se present6 cada estimulo para un proto-
colo grabado (datos de un canal de registro). De abajo hacia arriba: las cajas de distintos colores muestran
el estimulo presentado en cada seccién del registro, identificados a partir de la secuencia en que se pre-
sentaron los estimulos para ese protocolo, y utilizando la sefial del canal analégico para identificar los
tiempos de inicio de cada presentacién. La sefial del canal anal6gico muestra los segmentos de sefial sinu-
soidal utilizados para registrar la presentacién de los estimulos. Las lineas verticales indican el inicio de
una presentacién. En el panel superior se muestra el segmento de registro sin procesar. Acrénimos: BOS,
canto propio del ave (del inglés, Bird’s Own Song); CON, canto de un macho adulto conespecifico; REV,
canto propio del ave reproducido en reversa.
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a la actividad conjunta de miultiples neuronas. La tercer etapa buscé profundizar este andlisis
a partir de separar la actividad de neuronas individuales en cada registro, utilizando para esto
algoritmos de clasificacion de espigas (del inglés, spike sorting).

Estas tres etapas serdn desarrolladas a lo largo de este capitulo y el siguiente. En lo que queda
de este capitulo, desarrollaré los resultados obtenidos a partir del anélisis del potencial de campo

local o LFP en los registros obtenidos en el nticleo HVC.

Filtrado Para estudiar el potencial de campo en los registros, las sefiales de actividad neuronal
fueron pre-procesadas con un filtro pasabajos digital. Para evitar afiadir un retraso en el proceso
de filtrado, se aplicé un filtro de fase nula tipo Butterworth de 4to orden, con una frecuencia
de corte en 100 Hz. Este filtro es estdindar en neurociencias por ser teéricamente el filtro maxi-
mamente lineal en la banda permitida (Butterworth, 1930; Van Drongelen, 2018; Wallisch et al.,
2014). Para un filtro pasabajos, esto quiere decir que el contenido espectral de la sefial hasta la
frecuencia de corte quedara practicamente intacto luego del filtrado. La frecuencia de corte para
el filtro se defini6 a partir de observaciones del contenido espectral del LFP “de banda ancha”
de los registros, cuyas bandas de mayor potencia estuvieron siempre por debajo de los 100 Hz.
En la figura Figura 4.7 se muestra un segmento de registro proveniente de un canal de la sonda
Neuronexus y adquiridos con la placa Intan durante uno de los experimentos. La sefial mostrada
en la parte superior de la figura corresponde al segmento de datos grabados sin procesar. En esta
sefal existen componentes de bajas frecuencias (oscilaciones lentas en la sefial) y también com-
ponentes de muy alta frecuencia (espigas, correspondientes a un potencial de accién medido de
manera extracelular). Las dos sefiales mostradas a continuacién son obtenidas luego de aplicar
filtros digitales a la sefial original. Por un lado se tiene la sefal filtrada con el filtro pasa-bajos
tipo Butterworth discutido previamente. En esta sefial filtrada se capturan las componentes de
la sefial original que corresponden a fluctuaciones lentas. Por otro lado, en la sefial filtrada con
un filtro pasa-altos se capturan los potenciales de accion registrados de manera extracelular, sin
las fluctuaciones lentas (el procesamiento de la sefial mediante un pasa-altos y el andlisis de la
actividad de neuronas en el nticleo HVC serd profundizado en Capitulo 5).

Como se describi6 en Registros electrofisiolégicos (Seccion 4.2.C), se registr6 actividad neuronal
en respuesta a estimulos auditivos. En total, cada protocolo de medicién consiste en registrar
20 ensayos de la respuesta ante cada estimulo presentado. El interés fue estudiar el emergente
en la respuesta de esos 20 ensayos. Por este motivo, para cada protocolo analizado se obtuvo
y se analizaron las propiedades de la respuesta presente en el potencial de campo promedia-
do en ensayos (LFP;y). De esta manera, los fenémenos analizados en las secciones siguientes

corresponden a los emergentes mas robustos de la respuesta.
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Figura 4.7: Ejemplo de segmento de un canal de registro neuronal. Notar cémo en el segmento de datos
sin procesar presentado en la parte superior existen tanto componentes de fluctuacién rdpida y otras
de evolucién lenta. El potencial de campo local (LFP, panel medio) se obtiene a partir de filtrar la sefial
original con un filtro pasabajos de fase nula (Butterworth de 4to orden, frecuencia de corte: 100 Hz). Los
disparos neuronales o espigas corresponden al registro extracelular de los potenciales de accién por parte
de las neuronas en la cercania del sitio de registro. Para obtener las espigas (actividad neuronal, panel
inferior), se aplica un filtro del tipo pasa-altos a la sefial original (ver Capitulo 5). De esta manera, se
puede separar el andlisis en términos del LFP y de la actividad de las neuronas.

Andlisis de la respuesta Medir la respuesta al estimulo en el LFP difiere del procedimiento dis-
cutido en capitulos anteriores, en los cuales se buscé determinar instancias de disparo de neuro-
nas individuales. En principio, es necesario definir qué caracteristica del potencial de campo local
sera empleada como medida de respuesta, dado que las sefiales presentan apartamientos signi-
ficativos de la linea de base tanto para valores positivos como hacia valores negativos en voltaje.
Sin embargo, la distribucion de valores méximos y minimos absolutos para los LF P, obteni-
dos (de 16 protocolos) indican que las instancias de mayor prominencia son los minimos de la
sefial. En valor absoluto, los minimos de maxima amplitud fueron en promedio de 129 £17 uV,
mientras que para los maximos de la sefial esto resulté en 81 4 uV, resultando en diferencias
significativas de amplitud (prueba t de dos muestras, p = 1,5 X 107?), con una diferencia media
dada por los intervalos de confianza al 1% de CI = [36,38] uV. Por este motivo, el andlisis de
las instancias significativas en las sefiales fue realizado a partir de los minimos en el LFP.

A partir de observaciones preliminares, se observé que existen minimos prominentes tanto

en respuesta a un tipo especifico de silabas (P0) como en otro tipo de instancias, dado por las
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transiciones entre frases (esto sera discutido en Seccién 4.3). Para caracterizar estas instancias de
respuesta en los LFP, se realiz6 una busqueda de los minimos de mayor prominencia en la sefial
y se analiz6 su distancia a la transiciéon de frases del canto més cercana.

Andlisis de transiciones. Para capturar las caracteristicas més salientes y ayudar en la detec-
cién de los minimos de gran amplitud, se realiz6 un suavizado adicional dado por un filtrado
pasa-bajos (Butterworth de 4to orden, frecuencia de corte: 10 Hz). La deteccién de minimos pro-
minentes en el LFP se realiz6 en dos pasos. El primer paso consistié en una btisqueda ingenua
de picos en la sefial sin imponer ningtn tipo de condiciéon de amplitud. Esto dio como resultado
una distribucién de todos los minimos (globales y locales) en la sefial. Con la informacién de
la ubicacién de estos minimos, se filtraron aquellos que estuvieran en el interior de una frase
de silabas del tipo P0. Para los minimos restantes de la sefial, se impuso como umbral para la
deteccién que superaran el 75% de la prominencia maxima, eliminando del andlisis cualquier
minimo que no cumpliera con esta condicién. El pardmetro adicional en esta busqueda fue el
ancho de la ventana en la cual considerar una coincidencia entre las instancias de transiciones en
el canto y las instancias de actividad marcada en el LFP, buscando que la cobertura de la ventana
a utilizar cubriera s6lo una porciéon de la duracién de una frase. Para esto, se tom¢ la informa-
cién obtenida a partir del andlisis de los cantos (ver en detalle en Andlisis de los cantos grabados
(Seccion 4.2.B)). La duracién promedio de las frases de los cantos analizados fue de 1,18 0,61 s
(72 frases de canto, provenientes de 5 cantos correspondientes a 4 aves distintas). Cabe notar que
este resultado es compatible con distribuciones de duraciones de frases previamente reportada
para canarios (Del Negro et al., 2005), duracién promedio de frases (d = 1,13 4 0,14s) y (Mar-
kowitz et al., 2013), mediana de la duracién de frases reportada como un intervalo de confianza
del 95%, d € [1,3375s,1,3589s]. Por lo tanto, una ventana de £150ms centrada en cada transiciéon
cubre aproximadamente el 25% de la duracién de frase promedio, y asegura que no existe su-
perposicioén entre instancias de transiciéon consecutivas. En este andlisis, la hipétesis a probar
es que los minimos prominentes en la sefial (que no caen en el interior de una frase con res-
puesta de gran amplitud, como se mostrard que ocurre para las silabas P0) estin asociados a
transiciones de frases.

Analisis de actividad oscilatoria. Por otro lado, los LFP medidos fueron caracterizados por
su respuesta a distintas frases del canto, a lo cual se define como una “regién de interés” de la
sefial. Estas corresponden a regiones donde los LFP del niicleo HVC presentan una respuesta
en una escala caracteristica de las frases de canto. Por este motivo, los segmentos de las sefiales
que presentan respuesta robusta a frases fueron obtenidos mediante un analisis de la autocorre-
lacion del LF P, en cada segmento delimitado por las transiciones de frases. La autocorrelacién
sirvié como una medida normalizada para encontrar periodicidad en la sefial. Como se vera en
Seccién 4.3, esta es una de las caracteristicas principales de interés en la respuesta de los LFP.

Por este motivo, se detectaron los picos prominentes presentes en la autocorrelacién en cada
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segmento (prominencia > 0,1). Si los picos encontrados en esta funcién corresponden a un com-
portamiento periddico, la distancia entre ellos debe ser aproximadamente constante. Por esto,
en cada segmento se utilizaron las posiciones de los picos detectados en la autocorrelacion para
%, con At el valor medio de las distancias entre los
picos detectados. fiest fue admitida en los casos en que estuviera determinada con un error por-

determinar una potencial frecuencia fist =

centual menor al 25 %, indicando que proviene de picos cuyas distancias se mantienen regulares
durante el segmento. Para los casos de frecuencias superiores a los 3 Hz, se impuso adicional-
mente que fis fuese determinada por al menos 3 puntos. De esta manera, se etiquetaron las
distintas regiones de los LFP;,, como zonas de interés s6lo en caso en que se encontrara una
oscilacién robusta en las sefiales.

En el interior de estas regiones, se buscé cuantificar para cada caso la distancia entre alguna
fase especifica de la respuesta en el potencial de campo local y alguna caracteristica en la evolu-
cion temporal del canto. Por lo discutido anteriormente, la caracteristica de mayor relevancia en
los LFP resultaron ser los minimos de las sefiales. Por esto, se detectaron los minimos de los LFP
en las frases donde la respuesta fuera relevante. En la deteccién de minimos en la respuesta
dentro de cada frase, se utiliz6 como umbral el valor RMS de la sefial. Como caracteristica de
respuesta asociada al canto, se tom¢ la distancia entre los minimos detectados en los LFPpye y el
inicio silabico previo. La racionalidad detrds de medir la distancia al inicio sildbico previo se de-
be a que en estos experimentos se midi6 la respuesta auditiva ante la presentacién de estimulos,
por lo cual es plausible que cualquier rasgo de la respuesta ocurra con un cierto retraso respecto
del elemento al que esta respondiendo. Se tom¢ la medida de los inicios sildbicos debido a que
ésta es una caracteristica ubicua de todas las silabas, independiente del tipo sildbico al que se
presente respuesta. Con este anélisis se cuantificaron las instancias de respuesta en el LFP;;,

como distancias temporales respecto al inicio silabico previo (At).

4.3. Resultados

Los experimentos que constituyen los resultados analizados en lo que sigue de esta tesis
corresponden a datos registrados en 4 aves distintas. Para cada ave se obtuvieron las respuestas
auditivas ante la presentacién de los estimulos y se obtuvieron mediciones del potencial de
campo local en HVC, por un total de 25 protocolos completos (20 repeticiones de 3 estimulos
distintos) repartidos entre las 4 aves. De esos 25 protocolos, 9 fueron removidos del andlisis.
Los protocolos removidos corresponden a protocolos en los cuales la sefial se degradé durante
el registro o protocolos correspondientes a respuesta de menor prevalencia para variaciones del
canto en un mismo sitio de penetracién. El total de mediciones a analizar con potencial de campo
local (LFP) fueron un total de 16 protocolos completos provenientes de 4 animales, representando

aproximadamente 5 horas de registro de actividad neuronal por canal (160 horas de actividad en
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total, dando un total de aprox. 25 GB de datos). Para un esquema de los sitios de penetracién en
HVC con cada ave, ver Seccion 7.1. Para 3 de los 4 sujetos experimentales analizados fue posible
obtener registros de buena calidad en los nicleos HVC correspondientes a ambos hemisferios.
En los experimentos realizados, se explord sistemdticamente primero HVC izquierdo antes de
realizar registros en el hemisferio derecho. Cabe notar que aunque el nimero de sujetos puede
ser bajo, las respuestas analizadas corresponden a un gran ntimero de silabas. Esto se beneficia,
adicionalmente, de que los datos de distintos animales pueden agruparse, como se vera en esta
segunda parte del capitulo.

La primer etapa de andlisis de los resultados de estos experimentos, mostrada en este capitu-

lo, se concentra en describir los hallazgos a nivel del LFP en el niicleo HVC.

4.3.A. El potencial de campo local promediado en ensayos

El procedimiento descripto en Registros electrofisiolégicos (Seccioén 4.2.C) permiti6, en todos los
casos, reconstruir los momentos de cada registro en que se comenzé a presentar un estimulo
auditivo. Con esto, se alinearon temporalmente los datos correspondientes a multiples ensayos
para un mismo estimulo.

En Figura 4.8a se muestra un ejemplo del LFP promediado en ensayos para un canal de re-
gistro, mientras que en Figura 4.8b se graficé una muestra tomada al azar de 10 de los 20 ensayos
del protocolo. Las sefiales obtenidas presentan variaciones entre ensayos, pero el LFP promedia-
do captura satisfactoriamente el emergente en la respuesta. Ver, por ejemplo, las regiones de 1-2
sy 4-5 s, en las cuales el promedio en ensayos muestra una estructura dada por minimos de
gran amplitud. Como ayuda en la visualizacién, las lineas punteadas muestran la posiciéon de
los minimos en el LFP promediado y cémo estos minimos se encuentran en un gran ndmero de
ensayos. Para uno de los casos, se ha graficado una flecha en la zona de uno de los minimos, indi-
cando su presencia en cada ensayo. Se tom6 como error en el LFP promediado + SEM, con SEM
el error estdndar de la media. En la figura, el promedio ha sido graficado con una linea sélida y
el error se grafica como un drea sombreada. Notar que para el caso de los picos prominentes en
el LFP promediado, este error disminuye significativamente en comparacién a otras instancias
temporales, indicando una menor variabilidad. De esta manera, se evalué para cada protocolo

de cada experimento la respuesta emergente a partir del LFP promediado en ensayos.

4.3.B. El LFP captura respuestas al canto propio

Estudiando los registros de LFP obtenidos en los distintos experimentos se encontré que
puede apreciarse una respuesta significativa en estas sefiales. La amplitud en valor RMS de la
sefial LF P, es mayor durante la presentacién de los estimulos que en los periodos de silencio,

como puede verse en Figura 4.9. Esta diferencia es sistematica, y ocurre para los 16 protocolos
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Figura 4.8: LFP promediado en ensayos. (a) LFP promediado en ensayos (n=20) para un protocolo medido.
La linea roja representa el promedio, y la zona sombreada denota = SEM. En la sefial pueden verse
distintas instancias con estructura robusta en los 20 ensayos promediados (por ej., las regiones entre 1-2
s y mds notablemente, entre aproximadamente 4-5 s). Notar, consecuentemente, que el area de la zona
sombreada disminuye en estas instancias, lo que indica una menor variabilidad entre ensayos respecto
de otras instancias. (b) LFPs de 10 ensayos seleccionados al azar entre los 20 que dan origen al promedio
mostrado en (a). Notar que existe gran variabilidad entre los distintos ensayos. Sin embargo, existen
instancias robustas que emergen en muiltiples ensayos y dan lugar a picos prominentes en el potencial
promediado. Las lineas punteadas marcan algunas de las instancias prominentes en el LF Pyye. Para estos
casos, puede verse como en un gran nimero de ensayos se encuentran minimos del potencial en estas
instancias, dando lugar al emergente mostrado en (a).
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analizados. Las distribuciones obtenidas de valores RMS durante el canto propio (BOS) y durante
el silencio no rechazan la hipétesis nula de la prueba de Shapiro-Wilk de normalidad con un nivel
de significancia del 1% (p = 0,41) para los valores RMS durante el canto y (p = 0,15) para los
valores RMS durante el silencio).
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Figura 4.9: La amplitud de los LFP en HVC es mayor durante la respuesta al canto propio (BOS)
que durante el silencio. (a) LFP;y para el canal de maxima amplitud RMS en el registro. Una linea
vertical marca el momento de transicién entre el final de la presentacién del estimulo y el comienzo de un
intervalo de silencio de 8 segundos. Notar que no existen durante el silencio minimos prominentes como
los encontrados durante el canto. (b) Valores RMS de LFP,;g durante la presentacion de BOS (izquierda)
y durante el silencio (derecha). Los pares que corresponden a un protocolo han sido unidos por una linea.
Como puede visualizarse de esta manera, los valores de amplitud durante el silencio son siempre maés
pequertios que durante la presentacién de canto. (c) Histogramas de los valores RMS durante el silencio
(en naranja) y durante el canto (en azul). Las distribuciones resultaron ser significativamente diferentes
bajo una prueba t pareada p = 1,5 x 107° (ver texto para mds detalle).

Durante los segmentos de presentacion del canto, los LFP;,, presentaron valores de 27 &
5 uV, mientras que en los segmentos de silencio esto disminuy6 a 14 =4 uV. En todos los casos,

los valores reportados como =+ indican desviacion estdndar. Las distribuciones de valores RMS
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durante la presentaciéon de los cantos y durante los silencios presentaron diferencias significa-
tivas entre si (prueba t pareada, p = 1,5 x 107°, nivel de significancia establecido en 1%). La
distribucion de las diferencias tampoco pudo ser distinguida de una distribucién normal bajo
la prueba de Shapiro-Wilk (p = 0,38). La diferencia entre pares de valores de amplitud RMS
durante el canto y en el silencio fue, en promedio, de 9 =4 V. Estos resultados validan estadis-
ticamente la diferencia de amplitud entre las regiones de respuesta al canto y de silencio en
las sefiales. En términos del paradigma estudiado, esto significa que existe un nivel de respuesta
apreciable en la sefial. Los resultados mostrados en Figura 4.9 corresponden al canal de méxima
amplitud RMS entre los 32 canales registrados para cada protocolo.

En los protocolos analizados, las mediciones del potencial de campo local LF Ppyg presentaron
caracteristicas similares a las mostradas en la figura Figura 4.10. En esta figura puede apreciarse
el fenémeno descripto para el canal de maxima amplitud RMS en Figura 4.9: se observa que
las sefiales de mayor amplitud presentan una estructura durante el canto que no estd presente
cuando la presentacion del estimulo ha terminado. Esto se debe a la presencia de picos (minimos)
de gran amplitud en la sefial.

Las trazas correspondientes a LFP;,; han sido ordenadas verticalmente segtn la posicién
del sitio de medicién en la sonda (mostrada a la izquierda). Adicionalmente, las sefiales més
salientes estdn confinadas a algtin nimero de canales en cada registro, debido a que no hay
presencia de actividad neuronal en la cercania de todos los canales. Cabe notar que aunque
en promedio la amplitud de las sefiales sea mayor durante presentaciones del canto, también
existen regiones dentro del canto donde la sefial no presenta respuesta apreciable. Es decir, los
resultados mostrados en Figura 4.9 se corresponden con la emergencia de una estructura en
la sefial durante algunos segmentos o instancias durante la presentacién del canto, pero no a
todos los elementos contenidos en él.

Adicionalmente, en Figura 4.10 puede verse que los canales de mayor amplitud en la sefial
estdn altamente correlacionados. Si bien el analisis en detalle de la extension y correlacion espa-
cial se presenta y discute en Capitulo 5, aqui daré una nocién preliminar de esta observacion.
Tomando como canal de referencia el de méxima amplitud RMS (CH)) en el ejemplo mostrado
en Figura 4.10 y computando el coeficiente de correlacién de Pearson entre los LFP de distintos
canales como ¢y, cH,,, con CH; el canal i-ésimo del registro, se puede ver que esta correlacion
disminuye a medida que la distancia al canal CHy; aumenta. Sin embargo, existe una zona no
despreciable donde estas sefiales estdn altamente correlacionadas. Si, por ejemplo, se toma el ran-
go de canales que presentan un coeficiente de correlacion rcy, cH,, > 0,8 se obtiene una region
de unos 8 canales, que corresponden a una correlacién espacial de unos 200 ym. Aunque la acti-
vidad en canales vecinos estd altamente correlacionada, como puede observarse en Figura 4.10,
la amplitud disminuye progresivamente, haciendo que las caracteristicas que quieren estudiarse

de las sefiales sean menos salientes en los canales a medida que disminuye la amplitud. Dada
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Figura 4.10: Ejemplo de potenciales de campo obtenidos en un protocolo experimental. (a) Sonograma
del canto propio del ave (BOS) presentado durante un experimento. (b) Panel izquierdo: esquema de la
sonda de silice Neuronexus A1x32, junto con la escala que muestra la separacion entre los canales (25 um).
Panel derecho: cada traza representa el LFP de cada canal de la sonda de silice mostrada a la izquierda.
Se aprecia que estos potenciales de campo local poseen una estructura (denotada por la presencia de
minimos prominentes en el potencial respecto a la linea de base), y que esta estructura estd relacionada
con el canto presentado. Adicionalmente, las sefiales estdn correlacionadas en el rango de canales en el
que estan presentes (ver texto). Esto serd profundizado en Capitulo 5.

esta observacién, los resultados que se discuten en el resto de este capitulo corresponden a
datos de los LFP;,, provenientes del canal de mdxima amplitud RMS en cada protocolo. Adi-
cionalmente, en todos los datos analizados que no correspondan a una caracterizacion espacial se
utilizaron tanto los datos del canal con méxima amplitud RMS, fueran registrados con la sonda

A1x32 (14 protocolos) como A1x32-Poly2 (2 protocolos) (ver Seccién 7.1,Secciéon 7.2).

4.3.C. El LFP indica transiciones entre frases de canto

Una observacion que se desprende del anélisis mostrado en Subseccién 4.3.B es que existen
instancias donde la sefial del LFP durante el canto cuenta con mayor amplitud respecto a pe-
riodos de silencio. Debido a esto y a lo presentado en Andlisis de la respuesta (Seccién 4.2.C), se

tiene que estas instancias de mayor amplitud corresponden a minimos prominentes en la sefial.
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En este caso, se tiene que en la respuesta existen minimos de gran amplitud en la cercania
de las transiciones entre frases. En Figura 4.11 se muestra un ejemplo de este fenémeno. En
(a) se muestra el sonograma del canto presentado en el experimento y en (b), el LF Ppyq corres-
pondiente a un protocolo de un ave (Cs253-AzuAma). Las lineas verticales sélidas superpuestas
al sonograma en (a) marcan las transiciones entre las distintas frases que componen el canto,
determinadas como en Andlisis de los cantos grabados (Seccion 4.2.B). El sombreado en verde en
(@) y (b) representa una zona de £150 ms respecto de cada transiciéon y el LFP suavizado para
la deteccién de picos prominentes esta superpuesto con lineas punteadas a la sefial original en
Figura 4.11b (ver Andlisis de la respuesta (Secciéon 4.2.C)). En el ejemplo mostrado, la proporciéon
del canto cubierta por la suma de todas estas ventanas es del 32 %. Dejando afuera los picos de
mayor prominencia correspondientes a las respuestas a silabas del tipo PO, en este ejemplo se
tiene que 5 de 21 de estas ventanas tienen un minimo asociado en el LFP (marcados con lineas
verticales sobre la sefial). Esta coincidencia parcial indica que no toda transicién es representada
en los LFP analizados.

Se calcul6, adicionalmente, el porcentaje entre la cantidad de falsos positivos (minimos de
gran amplitud no asociados a transiciones) y la cantidad de picos detectada en cada protocolo,
obteniendo una razén de 15 419 % falsos positivos (11 eventos sobre un total de 71 minimos
prominentes analizados). Esto, a su vez, quiere decir que sobre esos 71 eventos, se encontré
que 60 si cayeron dentro de una ventana de +150 ms respecto de las transiciones de frases.
Esto significa que el 84 % de los picos de mayor prominencia indican transiciones de frases.
De esos 60 minimos, 53 (el 88 % de los datos que indican transiciones) se encuentran con un
retraso > 0 ms, indicando que ocurrieron luego de la instancia de transicién asociada. Debido
al reducido ntiimero de minimos que tienen un retraso negativo, se caracterizé la distribuciéon
de retrasos s6lo para los casos con retraso positivo. Para este subconjunto de datos, no se puede
rechazar la hipétesis nula de que los datos provienen de una distribucién normal (test de Shapiro-
Wilk, p=0.52), con valor medio en At = 85 425 ms. Los 7 puntos restantes estan distribuidos en
el rango [-110 ms, 0 ms] sin mostrar un agrupamiento significativo como ocurre para el caso de
retrasos positivos.

Este resultado establece la presencia de instancias de gran amplitud en la sefial dada por los
potenciales de campo local. En general, existe una amplia representacién de distintas transiciones
en las distintas aves. En Tabla 4.1 se muestran las transiciones encontradas en los protocolos
analizados.

Entre las instancias con mayor representacion se encuentra la presencia de un pico cerca
del comienzo del canto (10/16 protocolos), de los cuales 7 corresponden a comienzos del canto
con una frase del tipo P1 y 3 a comienzos del tipo pulsétil (P1b). En los cantos, Csb1162-BlaVe
comienza con una frase del tipo P1b, pero Csb103-VeVio y Csb253-AzuAma lo hacen con una

frase del tipo P1. Transiciones del tipo P1 — P1 también estdn representadas en tres de las
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Figura 4.11: El potencial de campo local presenta minimos prominentes en transiciones entre frases.
(a) Sonograma del canto de un ave (Csb253-AzuAma), indicando las transiciones entre las frases (lineas
verticales sélidas) y una ventana de +150 ms respecto de cada una de ellas, usadas como ventanas de de-
teccion de coincidencia con la presencia de un minimo prominente en el LF Py (b) Sefial correspondiente
al LFPy¢ del canal de maxima amplitud RMS para un protocolo de medicién. La linea punteada corres-
ponde a la sefial suavizada para la deteccién de minimos prominentes (ver Seccién 4.2.C). Se muestran
las ventanas indicadas en (a) y las lineas verticales sélidas corresponden a minimos seleccionados a partir
de un criterio de amplitud relativa. Para un subconjunto de las transiciones en (a), existe una coincidencia
con la ocurrencia de un pico de actividad en el LFP (en el ejemplo mostrado, 5/21 transiciones). Notar,
adicionalmente, que los minimos prominentes en el interior de una frase tipo PO no fueron tenidos en
cuenta en este analisis.
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Figura 4.12: Distribucién de distancias entre minimos del LFP y la transicién de frases mas cercana.
Datos agrupados para todos los protocolos (16) de los animales estudiados (4). El 84 % de los picos
prominentes estuvo asociado a una instancia de transicion entre frases. De esos puntos, el 88 % presentan
un retraso positivo (> 0 ms, 53/60 eventos). La distribucién de eventos con retraso positivo sigue una
distribuciéon normal, con valor medio At = 85 + 25 ms. (ver texto).

Transicion Csb039-VioAma Csb103-VeVio Csb1162-BlaVe Csb253-AzuAma Total

Comienzo X 2 (3.3 %) 3 (5 %) 5 (8.3 %) 10 (16.7 %)
P1b 2 (3.3 %) 5 (8.3 %) X X 7 (11.7 %)
Plb -+ P1 «x 1 (1.7 %) X 9 (15 %) 10 (16.7 %)
P1 — P1 X 3 (5%) 3 (5%) 6 (10 %) 12 (20 %)
P1 — P2 X X 4 (6.7 %) 3 (5%) 7 (11.7 %)
P2 — P2 X X 4 (6.7 %) 1 (1.7 %) 5 (8.3 %)
P2 — P1 X X 4 (6.7 %) X 4 (6.6 %)

Tabla 4.1: Tabla de transiciones registradas para cada animal en los protocolos analizados. Total de puntos
representados en la tabla: 55/60. Los restantes corresponden a transiciones de las cuales se registraron
pocos ejemplos, como finales del canto (2 puntos), PO — P2 (1 punto) y final de un segmento tipo P2 (2
puntos). Estos datos dan cuenta de que las transiciones encontradas cubren multiples tipos de transiciones
de frases.
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cuatro aves, marcadas por diferencias en el tipo de silaba P1 antes y después de la transicion.
La transicion P1b — P1 estd ampliamente representada en Csb253-AzuAma, y hay un ejemplo
adicional en Csb103-VeVio, pero no se encontré en Csb1162-BlaVe. Transiciones del tipo P1 —
P2, P2 — P2 y P2 — P1 estuvieron representadas con un pico en el LFP para un subconjunto
de las aves. Cabe remarcar que esta caracterizacion se realiz6 a partir de la tasa sildbica antes y
después de cada transicién, y no a partir de una caracterizacién de los gestos de presion.

Este resultado muestra que no existe un tinico tipo de transicion representada en los poten-
ciales de campo locales en el ntcleo HVC, sino que hay una amplia representacién de las posibles
transiciones para los cantos de canarios. Para cada ave se encontré un subconjunto de las tran-
siciones presentes en cada canto. En términos de la actividad predicha para el nicleo HVC por
parte del modelo circular, la reproduccién de todos los gestos de presién requiere de una activi-
dad poblacional sincronizada a nivel del nticleo HVC, ocurriendo con un retraso de unas decenas
de milisegundos respecto del inicio de los gestos (ver El modelo “circular” (Subseccién 1.7.A)). En
este caso, las respuestas medidas corresponden a respuestas auditivas al canto propio, lo cual
podria estar induciendo un retraso mayor a lo esperado. La presencia de estas instancias robus-
tas a las transiciones es un resultado no descripto con anterioridad en canarios, y es relevante

en la caracterizacion de los LFP en el nicleo HVC.

4.3.D. El LFP presenta sincronizacién en frecuencia a segmentos de canto

La respuesta en los LFP medidos presenta un resultado no descripto con anterioridad: los
LFP,y¢ en el nucleo telencefdlico HVC presentan oscilaciones de la actividad que estan sincro-
nizados en frecuencia y fase a segmentos del canto presentado. Estos segmentos resultan estar
relacionados, adicionalmente, con la estructura en frases presente en el canto de canarios. En
otras palabras: en respuesta a algunas frases de los cantos presentados, los LFP del ntcleo
HVC presentan actividad sincronizada a la tasa sildbica en distintas frases. En términos de la
bisqueda de un observable para caracterizar instancias de sincronizacién de mdultiples neuro-
nas en el nucleo, esto es un avance cualitativo: significa que en el LFP no sélo puede medirse
una respuesta a nivel general (dado por el aumento de amplitud RMS en la sefial durante el
canto, Subseccién 4.3.B) o asociado a instancias robustas como las transiciones de frases (Sub-
seccién 4.3.C), sino que ademds se puede definir una estructura asociada a caracteristicas de la
evolucién temporal de las frases de canto.

Un ejemplo de esta observaciéon puede verse en Figura 4.13. En la figura se muestra el so-
nograma de un segmento del canto para uno de los animales (Csb253-AzuAma), la sefial co-
rrespondiente al LF Py, del canal de méxima amplitud RMS para ese protocolo y, por tltimo, el
espectrograma del LFP;,, que muestra el contenido espectral y las bandas de frecuencias activas

durante distintos segmentos del canto. La sincronizacién en frecuencia puede apreciarse a partir

94



4.3 Resultados

de las bandas en el LFP asociadas a respuestas ante distintas frases. Adicionalmente, resulta no-
table cémo en distintas instancias estas oscilaciones se acoplan a la tasa sildbica, incluso de frases
contiguas (ver regién entre 0 s - 2 s, por ejemplo). Sin embargo, aunque existen oscilaciones bien
definidas para algunos casos, éstas no cubren todo el canto (notar, por ejemplo, la ausencia de
bandas de frecuencias activas en la regiéon de 6.0 s - 7.5 s). Es decir, las oscilaciones asociadas a
frecuencias sildbicas ocurren con mayor prominencia para algunas frases por sobre otras, y no
de manera homogénea durante todo el canto. Por ejemplo, la oscilacién generada en respuesta
a la segunda frase, correspondiente a una silaba con tasa silabica de 16,7 - 0,9 Hz, es de mayor
amplitud y con una frecuencia estable en toda la duracién de la frase en comparacién a otros
segmentos, como por ejemplo, la respuesta a la frase entre 3.4 s - 4.4 s. En este caso, la oscilacién
en el LFP estd sincronizada a los 21,0 + 0,4 Hz de la frase de canto, pero sélo al principio del
segmento. En el segmento de 8-9 s (frase del tipo P2) se observa, curiosamente, que existe una
oscilacién de corta duracion que ocurre a aproximadamente el doble de la tasa sildbica (aunque
de muy baja amplitud respecto de las descriptas mds arriba). Para silabas del tipo P2, se obtu-
vieron pocos casos de respuesta como para evidenciar si este es un fenémeno robusto. En las
demads respuestas analizadas, este efecto no se reproduce, consiguiendo también para silabas P2
una respuesta sincronizada en frecuencia a la tasa sildbica (de lo cual un ejemplo se muestra en
Subseccién 4.3.F).

Respecto de la discusion establecida en la introduccién sobre si en el nticleo HVC se codifica
la cadena de tiempo o instancias de informacién motora, la posibilidad de medir actividad a gran
escala como la dada por los LFP,,¢ podria resultar en un cambio de paradigma experimental, en
especial tras el descubrimiento de estas oscilaciones. Esto se debe a que los LFP y su comporta-
miento podrian aportar informacién adicional sobre la cual interpretar la actividad del niicleo
y, en particular, la actividad de miltiples neuronas sincronizadas.

Cabe notar que aunque resultados previos de mediciones del potencial de campo local en
diamantes mandarines cantando (Markowitz et al., 2015) mostraron la presencia de actividad os-
cilatoria en el ntcleo HVC, no se estableci6é ninguna conexioén entre el ritmo de 30 Hz encontrado
y la estructura del canto. La oscilaciéon en la banda 25-35 Hz fue reportada como la banda mas
prevalente en el rango de 0 Hz - 100 Hz, con oscilaciones presentes s6lo mientras el ave cantaba.
Es interesante que en esa especie, la frecuencia caracteristica encontrada en el LFP esté relacio-
nada con la escala temporal caracteristica en la que ocurren cambios a lo largo del canto (Norton
& Scharff, 2016).

En los resultados de esta tesis, el contenido espectral de los LFP estuvo siempre acotado a
frecuencias por debajo de los 50 Hz, con una frecuencia sincronizada a la tasa sildbica en distintos
segmentos del canto. Como este fenémeno no fue descripto con anterioridad, este resultado sera
discutido en detalle durante el resto de la tesis. En particular, en lo que queda de este capitulo

se detallaran los resultados obtenidos a nivel de los LFP, y se integrara la informacién obtenida
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Figura 4.13: Los LF Py obtenidos para los distintos protocolos presentan oscilaciones robustas durante
algunas (pero no todas) las frases del canto. (a) Sonograma de un segmento del canto, mostrando la
evolucién temporal del contenido espectral. La escala de grises indica la amplitud del espectro en escala
logaritmica, normalizado a 70 dB (negro: maxima amplitud, blanco: silencios). Las transiciones entre
frases han sido marcadas con lineas punteadas y se extienden sobre la figura como guia visual. En la
parte superior del panel se reporta la tasa sildbica media de cada frase (en Hz) como (media £ SD). (b)
Potencial de campo local (LFPyg) correspondiente al canal de maxima amplitud RMS en un protocolo
de un ave (Csb253-AzuAma). La sefial ha sido alineada temporalmente con el estimulo en (a). Como en
Figura 4.8, la linea representa el promedio en los ensayos y el sombreado, (&= SEM). Esta sefial presenta
oscilaciones definidas y minimos prominentes durante distintas instancias del canto. (c) Espectrograma
del LFP mostrado en (b). Escala de grises representa la amplitud del espectro de potencia, normalizado
a 10 dB para visualizar sélo las componentes més salientes del espectro y descartar las componentes de
ruido eléctrico de banda ancha de baja amplitud. En la parte superior del panel se muestran los valores
de las frecuencias del LFP (en Hz) para estas instancias, (£ indica SD). Esta figura muestra un resultado
sorprendente: la respuesta medida en los LFP corresponde a oscilaciones de la actividad, sincronizadas a
la tasa sildbica de distintas frases en el canto. Esta sincronizacién ocurre para algunas (pero no todas) las
frases del canto presentado, asi como también con mayor o menor amplitud, dependiendo de la frase. En
el caso de la dltima frase de canto, por ejemplo, representa uno de los tinicos casos en que la banda de la
respuesta ocurre para una frecuencia cercana al primer armoénico de la tasa sildbica correspondiente y, sin
embargo, esta oscilacion es de baja intensidad respecto de las encontradas en regiones previas.
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con la actividad de las neuronas en el nicleo HVC durante el capitulo siguiente.

4.3.E. El LFP presenta sincronizacién en fase al estimulo

En la seccién anterior se mostré respuesta sincronizada en frecuencia a la tasa sildbica de
distintas frases a nivel del potencial de campo local. Los resultados mostrados en Figura 4.13
corresponden al LFP,,, proveniente de una penetracion en el nicleo neuronal HVC. Este resul-
tado se reproduce también en las mediciones de la actividad en distintos sitios del ntcleo. Se
realizaron registros en sitios de HVC separados una distancia minima de 100 ym y maxima de
540 pum. Adicionalmente, las mediciones analizadas provienen no sélo de distintos sitios de HVC
para distintas aves, sino también de sitios de los nticleos HVC de ambos hemisferios cerebrales
para 2 de las 4 aves analizadas (ver Sitios de penetracion (Seccién 7.1)).

Las sefiales correspondientes a los LF P, de los protocolos de un ave con informacién bi-
lateral (Csb103-VeVio) se muestran en Figura 4.14. A la izquierda de las sefiales de los LFP se
indica cuéles corresponden a mediciones en HVC de hemisferio izquierdo y cudles en HVC del
hemisferio derecho HVC;;; y HVCy,,, respectivamente. Los protocolos no mostrados en estas
figuras fueron o bien protocolos de prueba, protocolos que no tuvieron sefial significativa, o que
corresponden a la respuesta a un canto propio alternativo y por lo tanto, no fueron tenidos en
cuenta en el andlisis aqui mostrado.

En una escala global, notar que existen instancias similares entre todos los protocolos del
animal, en particular en las oscilaciones de mayor amplitud, que corresponden a la respuesta
generada por silabas del tipo P0. Este resultado resulta tan sorprendente como la primera obser-
vacion: los LFP en distintas zonas de HVC comparten caracteristicas similares en respuesta a
las presentaciones auditivas de estimulos, indicando que existen instancias de actividad con
un alto grado de sincronizacién en el nicleo. Para ver el detalle de este resultado, en las am-
pliaciones de las figura Figura 4.14b se muestran las regiones de silabas del tipo PO de las sefales
de los LFPsyg de los distintos protocolos.

Aunque en la estructura interna de la oscilacion lenta se noten diferencias (por e€j., la pre-
sencia de un doble pico en algunos protocolos en Figura 4.14b), si es importante resaltar que la
oscilaciéon no sélo estd relacionada con la tasa sildbica entre los distintos protocolos, sino que
ademads los minimos prominentes en el potencial de campo local ocurren en instancias carac-
teristicas de la silaba. Como guia visual, las lineas negras en la figura indican este fendmeno.
Estos valles ocurren para cada repeticion de la silaba PO siguiendo la tasa de repeticiéon sildbica
del canto original. Este resultado es sorprendente, en particular al observar la sincronizacién

en la respuesta de distintas zonas de HVC y de los HVC de ambos hemisferios.
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(a) POa POb POC
BOS
HVCizq. 250 uVv
HVC der.
Hﬁ
(b) Poa POb POc

Figura 4.14: LF P, para los protocolos analizados de un ave (Csb103-VeVio). Los registros estdn sepa-
rados en protocolos provenientes de HVC izquierdo y HVC derecho (verde y naranja, respectivamente).
En (a) se muestra la respuesta durante todo el canto. En (b) se muestran ampliaciones de las tres regiones
de la sefal que presentan mayor nivel de respuesta. En estas regiones existen minimos prominentes en
respuesta a las silabas del tipo “P0”. Estos minimos aparecen como respuesta a cada una de las silabas en
cada frase, generando una oscilacién que se corresponde con la tasa sildbica del canto. Adicionalmente,
la distancia de los minimos al comienzo silabico es consistente en las distintas mediciones dentro de un
mismo nticleo HVC (lineas punteadas). Mds sorprendente atin, este fenémeno es también observado al
registrar la actividad en los HVC de ambos hemisferios para el mismo animal. En esta figura, “POa”, “POb”
y”P0c” indica 3 frases de silabas PO distintas. La frase “POc” corresponde a silabas PO que no presentan la
primer nota de una silaba PO tipica.
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4.3.F. Respuesta estructurada en frases

Existen diversos ejemplos de regiones de interés en las respuestas analizadas, més all4 de los
casos de silabas P0. En Figura 4.15, Figura 4.16 y Figura 4.17 se muestran ejemplos de respuesta
para frases del tipo P1 y P2 para distintos animales. Esto construye sobre la observacién mostrada
en Figura 4.13 y muestra la robustez de la adaptacion en frecuencia por parte del LFP;,, en
respuesta a distintos tipos de silabas presentes en el canto.

En Figura 4.15 y Figura 4.16 se muestran las respuestas medidas en multiples protocolos para
silabas del tipo P1, Figura 4.16 corresponde a datos del mismo animal que los datos mostrados
en Figura 4.13, Csb253-AzuAma. Los datos mostrados en Figura 4.15, en cambio, corresponden a
Csb103-VeVio, el mismo animal cuyos datos se mostraron en escala global en Figura 4.14. En cada
tigura, el panel superior (a) muestra el segmento de canto y su correspondiente sonograma. Cada
traza mostrada en (b), el panel medio, es el LFP;,, de un protocolo distinto. Notar que en cada
caso las oscilaciones son robustas durante la mayor parte de la duracién de la frase. No sélo esto,
sino que, como se discuti6 arriba, esta oscilacién ocurre de manera similar para los distintos
sitios explorados del niicleo HVC. Este efecto es mds dramadtico atin cuando se considera que
es independiente del hemisferio en que se mide, mostrando que las oscilaciones no sélo estan
sincronizadas en frecuencia a la tasa silabica de la respectiva frase, sino que ademads presentan
sincronizaciéon en una fase especifica respecto del inicio silabico. Notar que existen pequefias
variaciones en las trazas de los LFP;y, y en algunos casos la oscilacién no presenta robustez
durante toda la frase. Atn siendo este el caso, la presencia de la oscilacién con una fase comin
en distintos sitios puede estar dando cuenta de actividad sincronizada a gran escala.

Las instancias marcadas con lineas por encima de cada minimo en las sefiales indican el
tiempo de detecciéon de un evento considerado. Para detectarlas, se realiz6 una busqueda de
picos sobre los LFP;,, imponiendo que la amplitud minima para la deteccién equivaliera al
valor RMS de toda la sefal (para el detalle de cémo se detectaron estos eventos, ver Andlisis de la
respuesta (Seccioén 4.2.C)). De esta manera, se lograron aislar los picos prominentes en las regiones
de interés para cada sefial.

En los paneles superiores (a) de Figura 4.15 y Figura 4.16 se muestran los eventos detectados
superpuestos sobre la sefial de sonido. Notar que existe una gran densidad de eventos en los in-
tervalos entre el final de las silabas y el comienzo de la siguiente. En principio, este agrupamiento
podria estar ocurriendo hacia el final de las silabas o hacia el comienzo de la siguiente, dado que
existe una cierta dispersion en la distancia al inicio silabico de los distintos eventos. Los histo-
gramas de los paneles inferiores (c) corresponden a valores de frecuencia relativa (#cuentas/N),
con N el total de observaciones, interpretados como valores de probabilidad de ocurrencia de un
pico en cada columna. Estos histogramas muestran las distribuciones obtenidas para los datos

mostrados en cada figura, cuantificando la observacién de que los minimos de los LFP estan
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Figura 4.15: Ejemplo de respuesta observada en el LFP para una frase del tipo P1, para todos los
protocolos que presentaron respuesta para un animal (Csb253-AzuAma). La oscilacién sostenida del
LFP corresponde a la frecuencia sildbica, independientemente del sitio de medicién dentro del nticleo
neuronal HVC o del hemisferio cerebral donde fueron registrados los datos. (a) Segmento de sefial de
canto y su sonograma. (b) Trazas correspondientes a los LFP;,e de distintos protocolos, provenientes
de distintos sitios en HVC (indicados a la izquierda). Las lineas verticales muestran la posicién de los
minimos detectados sobre la sefial con un criterio de umbral de amplitud relativa (ver Andlisis de la
respuesta (Seccién 4.2.C)). Las distancias de los picos del LFP respecto al inicio de cada silaba se agrupan
en término de una instancia especifica, como se muestra en el histograma en (c). Notablemente, existe un
agrupamiento de los valores de At entre todos los protocolos. Esto implica que la oscilacién no sélo ocurre
sincronizada en frecuencia a la tasa sildbica de la frase, sino que ademds existe una sincronizacién en fase
que se mantiene los sitios de HVC explorados, dada por At = 37 £ 5 ms.
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Figura 4.16: Ejemplo de respuesta observada en el LFP para una frase del tipo P1 en otro sujeto que la
mostrada en Figura 4.15 (Csb103-VeVio). La figura estd organizada de la misma manera que Figura 4.15.
Al igual que en el caso anterior, se puede ver que la respuesta presenta oscilaciones robustas de la activi-
dad a lo largo de los protocolos. Ante oscilaciones de baja amplitud, como la segunda traza mostrada en
(b), el umbral de deteccién resulta robusto al no inducir falsos positivos. Como en el ejemplo mostrado
en Figura 4.15, las instancias detectadas se agrupan para un At caracteristico, indicando actividad sincro-
nizada en respuesta a las silabas de la frase. En este caso, At = 44 + 9 ms, valor que resulta comparable
al encontrado para el ejemplo anterior. Este resultado muestra que para silabas del mismo tipo, se tienen
resultados comparables, incluso para frases distintas y provenientes de aves diferents.

agrupados en un entorno de cierta instancia especifica respecto del inicio silabico. En particular,
notar como para silabas del tipo P1 de distintos animales las distribuciones resultan similares,
con valores medios de 37 &5 ms y 47 =9 ms. Esto es una consecuencia directa de la eleccién de
canarios como aves de estudio: dado que las silabas del mismo tipo tienen su origen en gestos
motores similares, una hipétesis de trabajo es que la estrategia de codificacién neuronal también
debe presentar caracteristicas similares. Estos resultados muestran indicios de que para silabas
del mismo tipo, las respuestas en los LFP de distintos animales resulta comparable, haciendo
que sea posible agrupar los datos medidos en los niicleos HVC de aves diferentes.

Aunque en menor cantidad de ejemplos sobre el total de los protocolos mostrados, en Fi-

gura 4.17 se muestra la respuesta ampliada en multiples protocolos para una frase del tipo P2,
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Figura 4.17: Ejemplo de respuesta observada en el LFP para una frase del tipo P2. Los datos provienen de
un animal distinto que los mostrados en Figura 4.15 y Figura 4.16 (Csb1162-BlaVe). La figura esta organi-
zada de la misma manera que los casos anteriores. Se observa la presencia de una oscilacién sincronizada
a la tasa silabica del estimulo en el LFP;yg, y con una fase determinada respecto del estimulo presentado.
Para estas silabas, notar que existe una gran asimetria en la forma de los minimos encontrados respecto
de los casos de silabas P1. Esto hace que la fase respecto del inicio sea distinta, con Af = 24 + 11 ms.
Mas allé del valor obtenido para At es importante notar que la dispersién no aumenta considerablemente.
Pero, dado que la duracién de la silaba es mayor respecto de las P1, esta dispersién hace que las instancias
cubran un porcentaje menor de la duracién total de las silabas.

provenientes de otro animal distinto al de Figura 4.15 y Figura 4.16 (Csb1162-BlaVe). Como para
los casos de silabas del tipo P1, para las tipo P2 también se encontraron oscilaciones robustas
en miltiples sitios del nticleo HVC. Los datos analizados para este animal provienen de medi-
ciones realizadas en el niicleo HVC del hemisferio cerebral derecho. En este caso, las instancias
de minimos prominentes presentan una menor dispersion relativa respecto del periodo sila-
bico, debido a la mayor duracién de las silabas del tipo P2 por sobre las silabas P1. Este es el
principal argumento sobre el cual se quiere construir evidencia para aportar al debate respecto
del rol de las neuronas del nticleo HVC en la produccién del canto: en canarios, el canto cuenta
con silabas de mayor longitud, donde las transiciones de gestos estin mds separadas entre si
respecto de lo observado para de diamantes mandarines. Dado que para silabas del tipo P2 no

se encontraron ejemplos de respuesta robusta en mds de un animal, los andlisis del resto de la
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Figura 4.18: Ejemplo de respuesta observada en el LFP para una frase del tipo P0 (Csb103-VeVio).
La figura estd organizada como los ejemplos anteriores. En este ejemplo se muestran trazas de LF Py
correspondientes a protocolos medidos en los nticleos neuronales HVC de ambos hemisferios para el
mismo animal. Notar que, en adicién a la oscilaciéon que se corresponde con la tasa sildbica, existen casos
donde hay una estructura interna, dada por el doble pico en los LFP;y correspondientes al hemisferio
izquierdo. Notar adicionalmente el agrupamiento de los eventos de gran amplitud en los LFP medidos,
con la mayor parte de los retrasos en At < 150 ms. Estos resultados son compatibles con las predicciones
del modelo circular para la actividad del nicleo HVC, entre las cuales estd la predicciéon que para estas
silabas se deberia tener actividad neuronal sincronizada cerca del comienzo de la silaba. E1 LFP, al ser una
medida de actividad neuronal a gran escala, podria estar relacionado con la actividad de las neuronas en
el ntcleo. Esto serd explorado en Capitulo 5.
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tesis se centrardn en silabas del tipo PO y P1.

Finalmente, como se mostr6 en figuras anteriores, la respuesta de mayor prominencia en
cuanto a amplitud de la sefial corresponde a silabas del tipo P0. Debido a que son las silabas
de mayor longitud, se espera que éstas provean un marco muy claro en el cual contrastar las
predicciones del modelo circular (Subseccién 1.7.A). En Figura 4.18 se observa que los minimos
prominentes de la sefial ocurren de manera robusta durante el primer tercio de la silaba, cerca
del inicio, para los distintos protocolos. Por este motivo, la agrupacion de las instancias en estas
silabas es de gran interés. Notar que sé6lo algunos protocolos (las dos trazas superiores en (b))
presentan de manera robusta la estructura de doble pico en la sefial, mientras que los otros
protocolos sélo presentan la oscilacion a la tasa sildbica. El doble pico queda representado en
el histograma como un primer pico pequeiio donde se agrupan las instancias (entre 15-30 ms),
mientras que el pico principal se encuentra a 65-75 ms. La ventana mostrada en (c) corresponde
al periodo intersildbico, por lo cual es notable la agrupacién de las instancias en la primer porcién
de la silaba.

Teniendo todos los ejemplos mostrados en esta secciéon en cuenta, resulta notable el nivel
de sincronizacién de la actividad para distintos sitios del nicleo HVC de un mismo animal,
e incluso para los datos de HVC de ambos hemisferios. En particular, las silabas del tipo PO
presentan un candidato ideal sobre el cual evaluar las predicciones del modelo circular. En estas
silabas, las instancias encontradas apuntan en direccién a validar las predicciones realizadas
por el modelo circular, y también estdn en acuerdo con la prediccién de que éstos deberian
ocurrir retrasados respecto del inicio silabico. Esto, a su vez, plantea el camino sobre el cual
profundizar la caracterizacién de esta medida de la actividad en el ntcleo, haciendo especial
énfasis en la pregunta de si las instancias de informacién motora que son representadas a nivel
del LFP estan relacionadas con la actividad sincronizada de multiples neuronas en HVC. Esta

pregunta serd el eje central de Capitulo 5.

4.3.G. Resultados agrupados

Antes de abarcar la pregunta de la relacién de las respuestas medidas en el LFP con la
actividad de las neuronas en el niicleo, en esta seccion se plantea el agrupamiento de los datos
obtenidos para todas las mediciones de distintos animales.

En los 16 protocolos analizados de las 4 aves que presentaron sefial con respuesta significa-
tiva, se encontraron casos de sincronizacion a la tasa sildbica para ejemplos de frases PO, P1 y
P2, cubriendo un amplio rango de frecuencias posibles para las oscilaciones encontradas en el
potencial de campo local (2 Hz a 25 Hz). En los protocolos analizados se buscaron instancias de
interés en el LFP a partir de la deteccién de picos prominentes en los segmentos de las sefiales

que presentan respuesta a distintas frases del canto. En Tabla 4.2 se muestra un resumen de la
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cantidad de frases que presentaron respuesta y en cuantos protocolos para los distintos animales

analizados.
Plb P1 P2 PO
Csb039-VioAmat o 2(1) X 4(1)
Csb103-VeVio o 1(5) X 3(5)
Csb253-AzuAma  x 1(6) X 2(6)
Csb1162-BlaVe® X 7(4) 2(4) x
Rango frec. (Hz)  x 149217 x 2.5-3.2

Perfodo sil. (ms) 46-67 X 310-400
Eventos totales o 597 X 95

X

Tabla 4.2: Resumen de eventos en LFP relacionados con tasa sildbica. Cada columna indica un tipo de
silaba distinto, siguiendo la clasificacién mostrada en E! canto de los canarios (Subseccién 4.2.A). En cada
fila, el valor numérico indica la cantidad de segmentos en la respuesta asociados a cada tipo silabico. Los
valores entre paréntesis indican la cantidad de protocolos de ese animal en los que se tuvo respuesta.
 indica que para esos animales se tienen datos s6lo de un hemisferio cerebral (izquierdo para Csb039-
VioAma y derecho para Csb1162-BlaVe). ¢ marca la ocurrencia de respuesta en silabas pulsatiles (P1b),
en las cuales hubo presencia de un evento robusto al inicio de la frase, pero no se tuvo una oscilacién
sostenida (ver El LFP indica transiciones entre frases de canto (Subseccién 4.3.C)). Por el mismo motivo, sélo
se detallan los rangos de tasas sildbicas para silabas de tipo P1 y PO, sobre las cuales se centra el andlisis
de datos agrupados. La cantidad de eventos refiere a la cantidad de minimos prominentes detectados en
total para cada tipo sildbico, repartidos entre los protocolos de las distintas aves.

A partir de los resultados mostrados en Tabla 4.2, se agruparon los datos de las respuestas.
Siguiendo con lo mostrado en la seccién anterior, al agrupar los datos se tiene que la frecuencia
medida en el LFP,;,; para cada segmento del canto con respuesta sigue una relaciéon lineal
con la tasa sildbica de la frase en ese segmento, como puede verse en la figura Figura 4.19. En
esta figura, cada punto corresponde a una frase de canto y cada tipo de simbolo a un animal
distinto. Las barras de error de cada punto representan la desviacién estdndar a partir de tomar
el promedio de la frecuencia en la respuesta medida en el LFP en los distintos protocolos. Por
ejemplo, tomando el caso de las trazas de la figura Figura 4.17, esto quiere decir que se determiné
la frecuencia de la oscilacion para cada traza de LFP,, y de los valores obtenidos se tomo
promedio y desviaciéon estdndar, dando asi un punto en la figura Figura 4.19. El valor asignado
al eje de las abscisas proviene de la tasa sildbica promedio en la frase, determinada a partir de
los inicios sildbicos (ver Seccién 4.2.B)

El ajuste lineal realizado a los datos fue LF Pfreq =ax+b,cona=099+003yb=-02+04
(R? = 0,998). En Figura 4.19, las lineas punteadas verticales marcan los rangos de tasa sildbica
para las silabas del tipo PO, P1 y P2 (ver El canto de los canarios (Subseccién 4.2.A), (Alliende et al.,
2010)). Todos los puntos salvo uno caen en el interior de las rectas dadas por un intervalo de
confianza del 95 %, indicando que una relacion lineal explica satisfactoriamente la relacion entre

los datos. A pesar de lo impactante del resultado, es curioso que estas oscilaciones no hayan sido
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observadas para todas las frases del canto. Esto puede deberse a un sub-muestreo de la actividad
de HVC (la actividad medida corresponde a s6lo una zona dentro del nticleo). Adicionalmente,
para el caso de silabas de tipo P2 sélo se registré respuesta de manera robusta para un solo
ave, por lo cual todos los andlisis subsiguientes se centraron en silabas del tipo PO y P1. Es
interesante notar que tampoco se encontraron oscilaciones de frecuencias mayores a los 27 Hz
(rango de silabas del tipo pulsétil). De todos los protocolos medidos, aproximadamente el 35 %
de las instancias de frases de canto presentaron oscilaciones robustas. Esto reafirma el resultado
discutido a partir de un ejemplo particular en Figura 4.13: los LFP,;;; medidos no presentan una
sincronizacion a la tasa sildbica en todas las frases durante el estimulo. Esto puede deberse a que

no se haya explorado de manera completa el niicleo HVC.
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Figura 4.19: Correspondencia entre la frecuencia medida en LFP,y, y la tasa sildbica de la frase corres-
pondiente. Los datos agrupados de las frases que presentaron una oscilacién robusta cubren el rango
de frecuencias asociado a las silabas del tipo PO, P2 y P1. La frecuencia medida en el LFP esta relacio-
nada linealmente con la tasa sildbica del segmento evaluado en cada caso. La pendiente del ajuste lineal
a =0,99 0,03 es cercana a 1, y la banda de confianza del ajuste cubre todas las observaciones realizadas.

Adicionalmente a la caracterizaciéon de la correspondencia en frecuencia, el resultado mas
sorprendente es la sincronizacién en fase que se obtiene al analizar los eventos detectados
en cada sefial respecto del inicio sildbico previo. Para cada tipo de silabas se agruparon los
datos provenientes de las distintas aves (histogramas mostrados en Figura 4.20). Los segmentos
de silabas mostrados en la figura corresponden a un ejemplo de cada tipo sildbico (normalizados
por amplitud méxima) y al silencio entre una silaba y la siguiente. Es decir, la ventana de tiempo
mostrada corresponde a un periodo sildbico. La diferencia de tamarfio entre las figuras para

silabas del tipo PO y P1 mantiene la relacién entre las duraciones de ambos tipos silabicos. Para
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las silabas del tipo PO se tomé como inicio sildbico el comienzo de la primer nota (pulso breve
de alto contenido espectral). En el andlisis agrupado no se tuvieron en cuenta las silabas PO que
no presentaran esta primer nota.

Estos resultados muestran que las instancias medidas en la respuesta a partir de los LFP;,,
no sigue una distribucién uniforme a lo largo de las duraciones de las silabas de los distin-
tos tipos, si no que presentan mayor densidad de probabilidad al estar agrupadas en ciertas
instancias. En particular, el caso de las silabas PO hacen evidente que existen grandes zonas con
una muy baja probabilidad de ocurrencia de un pico. Esto aporta nueva evidencia en pos de
rechazar la “hipétesis del reloj”, dado que la mayor probabilidad de ocurrencia de picos en el
LFP se agrupan en un entorno de instancias motoras relevantes.

Para poner a prueba la hipétesis de que estos datos no estdn uniformemente distribuidos,
se realiz6 una prueba de Kolmogorov-Smirnov de bondad de ajuste bajo la hipétesis nula de
que los datos provienen de una distribucién continua uniforme en el rango determinado por el
intervalo [0,400] ms para las silabas PO y [0,55] ms para las silabas del tipo P1. Tanto para este
caso (P1) como para el primero (P0Os), esta prueba rechaz¢ la hipétesis nula al 1% de significancia
(p = 1 x 10~2®) para los datos provenientes de silabas del tipo P1y (p = 6 x 10~22) para el caso
de las silabas P0. Esto da relevancia estadistica a los resultados, e indica que las instancias
encontradas en los LFP;,; no estin distribuidas uniformemente durante la duraciéon de las
silabas.

Como caracterizaciéon adicional, las distribuciones de los datos no siguen una distribucién
normal (test de Shapiro-Wilk al 1% de significancia), dando como resultado p = 1 x 1077 para
las silabas del tipo POy p = 2 x 1077 para los datos correspondientes a silabas del tipo P1.
Para el caso de las silabas PO, esto probablemente se deba a la presencia de un doble pico en la
distribucion, mientras que para las silabas del tipo P1 se obtienen algunas instancias mas cercanas
al inicio de las silabas (<20 ms) que hacen que la distribucién se desvie de una distribuciéon
normal.

El doble pico en la distribucién de los datos de respuesta a silabas del tipo PO emerge de los
datos a partir de casos en los cuales el LFP presenta una estructura por sobre la oscilacién, como
se ve en Figura 4.18. Como puede observarse en los histogramas, aunque el 82 % de los valores
estén concentrados por debajo de los 150 ms, existen algunos casos de picos presentes durante el
resto de la silaba. Estos picos corresponden a picos secundarios y de menor prominencia que los
concentrados en < 150ms. Los picos de mayor interés y que aportan informacion relevante en
términos de las instancias robustas en los LFP;,; de los datos agrupados estin acotados en el
rango < 150 ms. Para estos datos, un modelo de mezcla Gaussiana, con dos funciones centradas
en los valores més probables del histograma logran capturar la distribucién de probabilidad. Para
este motivo, se realizé un ajuste utilizando el método de estimadores de méxima verosimilitud a

un modelo del tipo:
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, con p un pardmetro de proporcionalidad para la mezcla de las dos funciones gaussianas, y
M1y M2; 01y 02 los pardmetros correspondientes para cada una de las funciones. Los pardmetros
con los que se inicializ6 el ajuste se muestran en Tabla 4.3, asi como los valores obtenidos para
cada parametro con sus intervalos de confianza al 95 %. Los valores encontrados para p; y u2
presentan una diferencia (en promedio) de unos 51 ms. Tomando los valores extremos de limites
inferiores y superiores, se obtiene el intervalo Au;, = [39,64] ms. Este intervalo es del orden
de magnitud de la distancia promedio entre el inicio de la primer nota (pulso de alto contenido
espectral, de corta duracién) y la segunda (sonido tonal de larga duracién), de Atpy = 31,6 +
7,1ms. Como referencia adicional, tomando los valores méximos en histogramas con columnas
de 15 ms, el primer pico se presenta en la columna de (15-30) ms, mientras que el segundo
pico se encuentra en el intervalo (60-75) ms. Para las silabas tipo P1, el mdximo del histograma
cae entre (35-40) ms y la distribucién presenta un valor medio de At = 34ms =+ 13ms, con £ la

desviacién estdndar de la muestra.

Pardmetros ) pp (ms) pp (ms) o7 (ms) oy (ms)
Valor inicial 05 43 81 21 21
Valor MLE 02 24 76 8 22
Limite inferior  0.07 19 69 3 16
Limite superior 0.3 30 82 12 27

Tabla 4.3: Tabla de valores de pardmetros estimados mediante el método de maxima verosimilitud para
explicar el agrupamiento de los datos en las silabas del tipo PO, para los valores en el rango por debajo de
los 150 ms respecto de los inicios de la silaba.

En conjunto, los resultados de este capitulo muestran que, para las frases en las que se
encontrd respuesta y, en particular para silabas del tipo PO y P1, la respuesta se agrupa en un

entorno de instancias significativas del canto.

4.4. Discusiones

En este capitulo se han descripto en detalle las metodologias incorporadas al Laboratorio de
Sistemas Dindmicos como parte del trabajo doctoral contenido en esta tesis. En comparacion a los
experimentos realizados con electrodos de un solo canal, los registros con sondas multielectrodo
abren una mirfada de nuevas posibilidades. El objetivo fue estudiar la codificacién neuronal del
canto propio del ave en el ntcleo telencefalico HVC. Este nticleo, sensorimotor en naturaleza,

contiene neuronas cuya actividad presenta patrones similares de activacion durante el canto y

108



4.4 Discusiones

P1

a 2
) M
O '
-2
i 0.2 i
3 0.2 ]
%
g o1} |01
o
05 0 100 150 200 250 300 350 400 O 55
Tiempo (ms) Tiempo (Ms)

Figura 4.20: Datos agrupados de distancia entre inicio silabico y ocurrencia de minimos en el LFP para
silabas del tipo PO (derecha) y P1 (izquierda). Para P1, datos de 4 animales (Csb039-VioAma, Csb103-
VeVio, Csb253-AzuAma y Csb1162-BlaVe), mientras que para PO los datos corresponden a 3 animales
(Csb103-VeVio, Csb253-AzuAma y Csb039-VioAma). Los datos corresponden a la distancia al inicio sila-
bico de la ocurrencia de un pico prominente en el LFP. La ventana temporal mostrada corresponde al
periodo intersilabico en cada caso. La diferencia de tamario entre las figuras mantiene la escala relativa de
duraciones para silabas del tipo PO y P1, de las cuales se muestran ejemplos caracteristicos en (a)). Para
la respuesta a silabas P1, la distribucién presenta un maximo entre (30 — 50)ms, con un valor medio de
At = 34ms y ¢ = 13ms (b). Para las silabas de tipo P0, se ajusté un modelo de mezcla gaussiana para
capturar la bimodalidad de la estructura en el histograma. Restringiendo a los valores At < 150ms, se
obtuvo un ajuste satisfactorio utilizando estimadores para los pardimetros mediante el método de maxi-
ma verosimilitud (ver texto y Tabla 4.3). Notar que en (b), para las silabas del tipo PO, el 82% de los
puntos se encuentra en una duracién menor a 150 ms, indicando que los picos hallados del LFP no se
encuentran uniformemente distribuidos a lo largo de toda la duracién (prueba de Kolmogorov-Smirnov,
p=6x10"%2).

ante la escucha de una grabacion del canto propio (Dave & Margoliash, 2000; Prather et al., 2008).
Los experimentos contenidos en este capitulo consistieron en estudiar la respuesta generada al
usar grabaciones del canto como estimulo estimulo auditivo en canarios anestesiados.

Durante afios, la estrategia utilizada en la descripciéon de la actividad del nticleo neuronal
HVC se ha enfocado con sumo nivel de detalle en la actividad de las neuronas individuales
(entre otros: (Hahnloser & Fee, 2007; Hahnloser et al., 2002; Mooney, 2000)). Este enfoque ha
sido el motor de grandes avances técnicos, tecnolégicos y del conocimiento de los circuitos y
mecanismos neuronales relacionados con el canto. Pero, aunque las nuevas tecnologias y prepa-
raciones han permitido medir un gran nimero de neuronas individuales, la maxima cantidad de
unidades registradas en un mismo animal es del orden de las decenas o centenas (Lynch et al.,
2016, registros electrofisioldgicos), (Picardo et al., 2016, registros de actividad por marcadores

de calcio). Sin embargo, en términos de un ntcleo que tiene decenas de miles o hasta cientos
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de miles de neuronas (Bottjer et al., 1986, Tramontin et al., 1998), esta cantidad es menor al 1 %.
Comprender el rol de un nicleo en la produccién del canto a partir de la medicién de un ndmero
reducido de neuronas presenta la dificultad asociada de poder interpretar el rol de las unidades
individuales sin un marco de referencia. Por el otro lado, observaciones inspiradas en la valida-
cién de un modelo de baja dimensién para la produccion del canto llevaron a la descripcién de
un fenémeno que no podria haber sido interpretado sin el marco provisto por el funcionamiento
de la biomecanica (Amador et al., 2013). Cerrar la brecha entre el mundo microscépico dado por
la actividad de neuronas individuales y el macroscépico dado por el comportamiento resulta una
tarea de suma dificultad. A esto se le sumé que el comportamiento de los diamantes mandarines
no resulta adecuado para desambiguar entre las dos visiones del funcionamiento del sistema del
canto introducidas en Capitulo 1. A partir de la perspectiva neuroetoldgica, la segunda mitad de
esta tesis se centr6 en estudiar la codificacién neuronal del canto en canarios, ya que esta especie
presenta bondades respecto de los diamantes mandarines.

El enfoque en esta segunda mitad de la tesis, comenzé ademds abordando la pregunta con
otra mirada, y en btsqueda de recuperar una descripcién desatendida en el campo del canto
de aves, pero que ha cobrado nuevamente relevancia en estudios en mamiferos (Buzsaki, 2006;
Buzséki et al., 2012). Una de las principales motivaciones de este capitulo fue la de sumar al
debate entre modelos para el funcionamiento de HVC un observable mesoscépico de la actividad
neuronal, dado por los potenciales de campo local. De esta manera, se obtuvo una herramienta
en la cual pueden recuperarse instancias de sincronizacién de la actividad del ntcleo.

Desde el inicial planteo de la hipétesis del reloj (Fee et al., 2004), la discusién se ha estancado,
en parte, porque bajo esta visién cualquier “hueco” de la actividad de neuronas durante el
canto puede interpretarse como un sub-muestreo de las neuronas en HVC debido a limitaciones
técnicas. Por ese motivo, los observables de actividad a gran escala como el LFP representan
evidencias novedosas sobre las cuales re-visitar y re-interpretar las extrapolaciones que se han
realizado histéricamente sobre la actividad del ntcleo.

En la respuesta medida a nivel del LFP, se describieron fenémenos que no han sido re-
portados con anterioridad y que aportan nueva informacién sobre la codificacién del canto
en el cerebro de las aves canoras. A partir del andlisis de las sefiales obtenidas para los dis-
tintos protocolos, se observé que existe una distribucién espacial de la sefial, y que un gran
nimero de canales en la sonda presentan actividad correlacionada (esto serd profundizado en
el capitulo siguiente). Los resultados descriptos en el resto del capitulo consistieron en anélisis
sobre los LFP de los canales de mayor amplitud en cada registro. Las sefiales analizadas fueron
promediadas en ensayos LF P, de modo de estudiar el emergente robusto en la respuesta. La
respuesta en el LFP se caracteriz6é como tal debido a la presencia de eventos de mayor amplitud
(minimos prominentes) en respuesta al canto respecto a los periodos de silencio. En esta linea,

se encontr6 la presencia de minimos robustos en los LFP;,; a nivel de transiciones entre las
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frases del canto . En términos de la dindmica interna del ntcleo neuronal HVC, estos minimos
pueden estar proveyendo una sefial necesaria para el tipo de cambio cualitativo que implica una
transicién a un tipo de patrén motor (frase) diferente. Esto es de suma relevancia en el canto de
canarios, dado que las transiciones en un punto del canto pueden afectar las probabilidades de
transicién de silabas hasta 5 frases mas adelante (Markowitz et al., 2013). No puede descartarse
que el no haber encontrado representadas todas las transiciones de frases en los LFP estudiados
se deba a un sub-muestreo del nicleo HVC. Sin embargo, dada la correlacién de largo alcance
en la estructura interna del canto, podria ser el caso que los minimos del LFP en la cercania de
las transiciones constituyan sefiales que indiquen distintos puntos de ramificacién en el canto.

Los resultados mostrados en este capitulo constituyen - a conciencia del autor - las primeras
evidencias de las dindmicas neuronales subyacentes a la codificacién de transiciones de frases en
canarios, lo cual abre todo un conjunto de preguntas en si mismo para abordar en experimentos
a futuro. Por ejemplo, podria ser de sumo interés estudiar sistemdticamente la respuesta en un
mismo animal ante variaciones del canto propio. De esta manera, se podrian evaluar diferen-
cias en la codificaciéon de distintas transiciones a nivel del LFP con respecto a la secuencia de
frases del canto presentado. Por otro lado, interpretando la respuesta obtenida como evidencia
indirecta de la actividad en el ntcleo durante la produccién del canto, estas sefiales podrian
estar formando parte del comienzo de distintos gestos motores, como propone para la actividad
poblacional el modelo circular discutido en Capitulo 1. Una opcién adicional y no excluyente
con estas hipoétesis es que la presencia de actividad sincrénica en la cercania de transiciones sea
una sefal relacionada con la coordinacién entre hemisferios cerebrales (Ashmore et al., 2008;
Schmidt, 2003). Para esto, seria de sumo interés realizar mediciones del LFP de manera bilateral
en simultdneo.

Uno de los resultados de mayor relevancia fue la descripcién de las oscilaciones encontradas
en los distintos sitios de los nticleos HVC de muiltiples animales: bandas de frecuencias de la
actividad en respuesta a distintas frases del canto. Entre la escasa evidencia previa disponible
del LFP en aves, un estudio previo mostré la presencia de una oscilaciéon de la actividad a 30
Hz (Markowitz et al., 2015) y sin embargo, no se establecié ninguna correlacion con la estructura
interna del comportamiento. Desde entonces, se ha mostrado que el canto en esa especie tam-
bién presenta una estructura en el mismo rango de frecuencias (Norton & Scharff, 2016), por lo
cual es probable que estos dos fenémenos estén intrinsecamente relacionados. Resulta notable
que la descripcion y la relevancia de las oscilaciones en el LFP del ntcleo HVC se hiciera de
manifiesto s6lo con el cambio de especie planteado en este capitulo, dando soporte a la perspec-
tiva neuroetoldgica. Debido a la estructura del canto de los canarios, las oscilaciones pueden
interpretarse naturalmente en funcién de la tasa silabica de las distintas frases. Las oscilacio-
nes de la actividad a nivel del LFP no ocurrieron para todas las frases del canto. Sin embargo

en aquellas respuestas que si presentaron este comportamiento, las oscilaciones ocurrieron de
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manera asombrosamente similar para distintos sitios de registro de un ave, y hasta para sitios
de medicién en los niicleos HVC de ambos hemisferios.

A nivel del procesamiento auditivo, en HVC existen neuronas sensibles a secuencias (Mar-
goliash, 1983; Margoliash & Fortune, 1992). Este fenémeno puede estar siendo modulado por el
comportamiento ritmico en HVC, a partir de una combinacién precisa de entrada auditiva con
el estado interno de la red en HVC. Esta pregunta queda abierta, dado que este fendmeno puede
estar modulando las respuestas auditivas y que sea parte del motivo por el cual no se observé
respuesta marcada durante todas las frases del canto. Para silabas del tipo PO y P1, sin embargo,
se registré respuesta en un gran ntimero de ejemplos, y en ellos se vio que para distintos pro-
tocolos (correspondientes a distintos sitios en los niicleos HVC), las oscilaciones presentan una
fase comun: los minimos de la sefial presentan una distancia caracteristica al inicio sildbico,
presentando evidencias adicionales de la codificacién de instancias significativas del canto.
En particular, las silabas PO proveen un marco de especial interés, dado que para estas silabas se
maximiza la diferencia en las predicciones de la hipétesis del reloj y del modelo circular.

En los datos de 3 animales distintos, provenientes de ambos hemisferios cerebrales y distintos
sitios dentro del ntiicleo HVC, la actividad medida a nivel del LFP no presenta una distribucién
uniforme. Este resultado es de suma relevancia. Tomados como una medicién indirecta de la
actividad durante la produccién vocal, estos datos proveen evidencia experimental de la codi-
ficacién de instancias motoras en el nicleo HVC, refutando asi la “hipétesis del reloj”, segtin
la cual la actividad deberia estar uniformemente distribuida. No sélo esto, sino que las instan-
cias encontradas son compatibles con las predicciones realizadas por el modelo circular para la
actividad de HVC (ver Subseccién 1.7.A). Esto es un resultado directo del cambio de estrategia
hacia una medida de actividad en una escala mayor que la dada por la actividad de neuronas
individuales. Debido a la estructura del canto del canario, la respuesta medida a nivel de frases
conforma una oscilaciéon temporal de la actividad. Esta es la razén mds probable por la cual este
comportamiento sincronizado con el estimulo no fue descripto en estudios del LFP previos en
los diamantes mandarines (Markowitz et al., 2015). En esa especie, cada motivo de canto esta
conformado por la produccién de una tnica silaba, y el motivo estd conformado por una secuen-
cia de silabas, y no por frases de canto en las cuales se repiten las silabas de forma ritmica como
es el caso en el canto de los canarios.

A pesar del éxito en la descripcién de una respuesta en términos del LFP, debido a la es-
casa informacién previa disponible sobre este observable (y mds atiin en canarios), es necesario
profundizar la descripcién en bisqueda de establecer una correspondencia entre esta medida
y la actividad de las neuronas del nucleo. Este, sin embargo, fue uno de los objetivos desde el
principio: obtener una medida de la actividad a gran escala sobre la cual interpretar adicional-
mente la actividad de las neuronas. La pregunta que motiva y profundiza este analisis durante

todo el Capitulo 5 es, en particular, si los minimos de actividad encontrados en el LFP pueden
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relacionarse con la actividad sincronizada de multiples neuronas del niicleo HVC.
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CAPITULO

Relacion del LFP con la actividad de

neuronas en HVC

5.1. Motivaciones

Debido a que el potencial de campo local (LFP) ha sido escasamente explorado en el modelo
de canto de aves, el capitulo anterior se centr6 en describir la actividad dada por este potencial
en los registros descriptos en Experimentos de electrofisiologia (Subseccion 4.2.C). El LFP, tentativa-
mente, representa la actividad de un gran ntimero de neuronas sincronizadas en un volumen.
Esta actividad, filtrada por el medio extracelular, es la responsable de la emergencia de la traza
de evolucién temporal lenta respecto de los potenciales de accién (Buzsaki et al., 2012). Si bien
el LFP es usualmente estudiado en la actividad cortical en mamiferos, en aves atin es necesario
describir los posibles origenes del LFP en relacién a la actividad de las neuronas en el ntcleo,
dado que el LFP también podria estar relacionado con la actividad en otras regiones del cerebro.
En caso de existir una relaciéon con las neuronas del nicleo HVC, esto posicionaria al LFP como
una medida relevante de la actividad neuronal durante la produccién y percepcién del canto.

En este capitulo, por lo tanto, el eje central es estudiar la relacion entre la actividad medida
a nivel del LFP y la comparacién con resultados obtenidos del analisis de la actividad de las
neuronas presentes en los registros. Por este motivo, este capitulo seguird con el andlisis de los
datos provenientes de los experimentos descriptos en Capitulo 4. Una primera parte de la secciéon
de resultados se centra en estudiar la correlacién espacial de la actividad observada en los canales
de la sonda para un protocolo Figura 4.10, y que motivé el uso del canal de maxima amplitud
RMS en los anélisis mostrados durante Capitulo 4. La segunda parte tratard sobre el estudio de la

correspondencia entre la actividad neuronal y el LFP, para terminar con los resultados obtenidos
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hasta el momento respecto de la actividad de neuronas tinicas en la respuesta al canto propio. De
esta manera, se evaluara con la evidencia actual la plausibilidad de las predicciones realizadas

por el modelo circular, y se discutiran posibilidades a futuro.

5.2. Métodos

5.2.A. Actividad de multiples neuronas

Longitudinalmente, los canales de las sondas utilizadas cubren un total de 775 um en profun-
didad, como se describi6 en Registros electrofisioldgicos (Subseccién 4.2.C), con 32 canales separa-
dos 25 p,, entre si para el caso de la sonda A1x32 y 50 y,, para el caso de la sonda A1x32-Poly2
(ver Sondas de registro (Seccion 7.2)). En comparacioén, los cuerpos neuronales en HVC presentan
didmetros del orden de los 10 s, - 20 py (Goldman & Nottebohm, 1983). Dada la extension
cubierta por las sondas y las impedancias de los sitios de medicién (1 M() - 2 M()), en estos
registros extracelulares se capturan potenciales de accién de multiples neuronas dentro de HVC.

Como se mostré en Procesamiento y andlisis de las sefiales (Seccién 4.2.C), de los registros obte-
nidos se pueden obtener los potenciales de campo estudiados en Capitulo 4 a partir de un filtro
pasa-bajos. En cambio, a partir de un filtro pasa-altos se puede recuperar la traza formada por
los disparos de potenciales de accién de las neuronas registradas (filtro de fase nula tipo Butter-
worth de 4to orden, frecuencia de corte: 300 Hz). El estudio de la existencia de una correlacién
entre ambas sefiales (las oscilaciones lentas marcadas por el LFP y los disparos rapidos de las
neuronas) se realizé en dos etapas. La primer etapa consisti6 en estudiar si la actividad en con-
junto de multiples neuronas presenta algtin tipo de correlacion con las instancias observadas en
el LFP. Especificamente, se estudi6 la relacién entre las sefiales del LFP promediada en ensayos
LFP;y y una medida también promediada en ensayos para la actividad neuronal, a partir del
perfil de actividad de multiples unidades o MUA (del inglés, multi-unit activity).

Para el computo del perfil MUA, se realiz6 el filtrado pasa-altos a las trazas registradas y
se aline6 la actividad utilizando los tiempos de comienzo de los estimulos, como se mostrd
en Seccién 4.2.C. Para la detecciéon de los eventos neuronales, se impuso un umbral a la sefial
filtrada de cada canal que permitiera separar las espigas (potenciales de accion registrados de
manera extracelular) del ruido eléctrico de fondo. De esta manera, para cada presentaciéon de
estimulo (ensayo) se obtiene una lista de instancias de tiempos en los que ocurri6 el disparo de
un potencial de accién de alguna de las neuronas en el registro. El perfil MUA es un histograma
de ventanas deslizantes que representa la actividad promedio de los 20 ensayos (frecuencia
de muestreo f; = 1000 Hz, ancho de ventana w,; = 15 ms. Para eliminar fluctuaciones pequefias
y obtener un perfil suavizado, se realizé un promediado cada 5 muestras al perfil obtenido. Un

ejemplo de este proceso se muestra en Figura 5.1 para un segmento de sefial de un canal en uno
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de los protocolos medidos. Este analisis es comparable a los PSTH utilizados en Capitulo 2 y
Capitulo 3 para evaluar la respuesta de unidades tnicas, sélo que al realizar un histograma de
ventanas deslizantes se obtiene mayor resolucién temporal en el perfil de actividad, algo que fue
de suma utilidad en la comparacién con una traza temporal como el LFP.

La deteccion de espigas se realizé con un umbral dado por thr = —50;, con ¢, un estimador
robusto de la desviacién estandar del ruido eléctrico de fondo en la sefial (Donoho & Johnstone,

1994; Quiroga et al., 2004). Este estimador se obtiene a partir de una sefial x como:

%]
0,6745

El umbral se tomé como valor negativo debido a que las espigas registradas presentan

0, = median

(5.1)

mayor amplitud en esa direccién. En Figura 5.1 se muestra la deteccion de eventos para uno
de los LF Py analizados, donde puede observarse que este valor de umbral (en valor absoluto)
permite detectar las espigas correspondientes a potenciales de accién para los distintos canales y
separarlas del ruido eléctrico de fondo. Un estudio sistemadtico de la cantidad de eventos detecta-
dos para distintos valores de umbral muestra que para valores menores aumenta drasticamente
la deteccién de falsos positivos (deteccién de picos correspondientes a ruido), mientras que el
aumento del umbral constituye una pérdida progresiva de la cantidad de espigas detectadas.
Sin embargo, notar que para el ejemplo mostrado, la zona de menor pendiente corresponde a la
zona de 30 uV - 125 uV (en valor absoluto). El umbral utilizado (thr = —50, = —41 uV) esta
contenido en esa region.

Debido a que el nivel de ruido no varia sustancialmente entre los canales pero el nivel de
actividad neuronal si lo hace (ver, por ejemplo, Figura 4.5), los valores de umbral para los 32
canales no varfan sustancialmente a lo largo de la sonda. A modo de ejemplo, para el protocolo
del cual se muestra un canal en la figura Figura 5.1, se obtuvo un umbral promedio para los
32 canales de thr = —35,5 +5,5 uV. De esta manera, los umbrales determinados a partir de o,
permiten separar los eventos neuronales en cada canal respecto del ruido de fondo, obteniendo
variaciones dramdticas en el nimero de eventos detectados para cada canal. Para el mismo
ejemplo anterior, la cantidad de espigas detectadas vari6é 4 6rdenes de magnitud entre el canal
con menor eventos detectados y el canal de mayor eventos registrados (orden 10! espigas vs. 10°
espigas, respectivamente, para un registro de 25 minutos). Como en el ejemplo de Figura 4.5,
esto se debe a que hay canales en cada registro que no presentan sefial apreciable. Los perfiles
de actividad conjunta de miltiples neuronas (MUA), computados a partir de la deteccién de
todos los eventos neuronales, fueron la medida de actividad utilizada para el estudio de la

relacion entre la actividad global de miltiples neuronas y el LFP.
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Figura 5.1: Deteccién de eventos neuronales en las sefiales registradas. (a) Traza de actividad de neu-
ronas para un segmento de 120 segundos en un canal de un registro, mostrando un gran namero de
espigas correspondientes a los potenciales de accién de miltiples neuronas registrados con electrodos
extracelulares. Los datos han sido filtrados con un filtro pasa-altos de fase nula tipo Butterworth (4to
orden, frecuencia de corte: 300 Hz). La linea sélida horizontal muestra el nivel de umbral utilizado para
la deteccién de eventos neuronales thr = —50;,, con 03, un estimador de la desviacion estandar del ruido
de fondo (ver texto). Para el caso mostrado, thr = —41uV. (b): ampliaciones de la sefial mostrada en (a),
donde se ve en mayor detalle que el nivel de umbral elegido separa la actividad neuronal del ruido de
fondo pero detecta correctamente espigas de un gran rango de amplitudes. (c) Estudio de la cantidad de
espigas detectadas en el canal en funcién del umbral (valores de umbral en valor absoluto). El eje vertical
se presenta en escala logaritmica. El umbral elegido permite separar las espigas del ruido de fondo.
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5.2.B. Extensidon de la actividad en la sonda

Teniendo los perfiles de actividad conjunta de multiples neuronas, esto permitié estudiar la
relaciéon entre las variaciones espaciales a lo largo de la sonda de la sefial para el LFP (Sub-
seccion 4.3.B) con las variaciones espaciales de la actividad neuronal mencionadas en Subsec-
cién 5.2.A. Como punto de partida en la cuantificacion de la relacion entre las sefiales de LF P,y
y MUA, se analizaron los perfiles de amplitud RMS a lo largo de la sonda para ambas sefiales.
Para determinar la presencia de una relacién a espacial, se estudi6 la correlacién de los perfiles
de amplitud entre MUA y LFP. Esta cuantificacién permitié estudiar la existencia de una rela-
cién en las variaciones de amplitud en una escala global entre las distinta sefiales. Por otro
lado, también se estudi6 la correlacién espacial en la sonda para cada tipo de sefial por separado,
buscando estimar la distancia caracteristica de correlacién en la actividad. Para esto, se estudié
una funcién de correlacién pesada por el perfil de amplitud. Esta medida, Corr(x;, x;) se obtuvo
a partir de calcular el coeficiente de correlacion de Pearson entre cada par de canales (i,7), con
i,j = 1.,32 y pesar esta matriz por el perfil de amplitudes RMS para definir las zonas de mayor

nivel de actividad. Esta medida de correlaciéon pesada se defini6 como:

RMS(XZ') . RMS(JC]')
A2
,con x = MUA 6 x = LFP, r(x;, xj) el coeficiente de correlacion de Pearson entre la sefial

Corr(xi, x;) = r(x;, x;) -

(5.2)

del canal i-ésimo y el canal j-ésimo, RMS(x;) el valor RMS de la sefial en el canal i-ésimo, y A
el maximo del perfil de amplitudes RMS entre los 32 canales. En este anélisis se utilizaron los
datos provenientes de protocolos en los que se haya utilizado sondas del tipo A1x32, debido a
que representan la mayoria de los datos medidos (14/16 protocolos, ver Apéndices (Capitulo 7)).
A partir de la definicién de una zona de interés en cada protocolo con Corr(x;, x]-) > 0,6, se estim6

la distancia de correlacién de la actividad subyacente.

5.2.C. Relacion entre las sefniales de actividad neuronal

Adicionalmente a la correlacién de las variaciones de amplitud de las sefiales en la sonda,
otra medida de interés es la correlacién en la actividad. Esto es, el estudio de la correlacion en
la evolucién temporal de los LF P,y con sus respectivos perfiles MUA en la respuesta al canto.
Esta relacién también se estudi6 a diferentes escalas. En primer lugar, se computaron los valores
de méaxima correlacion cruzada entre las sefiales, usando esta cuantificaciéon como una medida
global de similitud entre las sefiales. Este andlisis, a su vez, se vale del andlisis presentado en
Subseccién 5.2.B, dado que se estudi6 la correlacién cruzada entre la evolucion temporal del
LFP,yg del canal de maxima amplitud RMS con el perfil MUA del canal que maximizara la

correlacién cruzada de las variaciones de amplitud a lo largo de la sonda.
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La segunda etapa consisti6 en la detecciéon de instancias prominentes de actividad, semejante
al andlisis de los minimos prominentes en el LFP que determinaron la correspondencia con algu-
nas de las transiciones de frases en el canto en Capitulo 4. En este caso, se mantuvo el conjunto
de minimos prominentes de la sefial ya descriptos en EI LFP indica transiciones entre frases de canto
(Subseccién 4.3.C) para el LFP, sumando al conjunto los minimos prominentes correspondientes
a silabas del tipo P0. Para la deteccién de picos prominentes de actividad en los perfiles MUA, se
realiz6 un procedimiento similar, realizando un suavizado de la misma manera que se hizo para
el LFP (filtro pasa-bajos de fase nula tipo Butterworth de 4to orden, frecuencia de corte en 10
Hz). Aunque este suavizado enmascara algunas de las estructuras finas dentro del perfil MUA,
permite detectar instancias robustas de activacién, que fue el objetivo en esta etapa de andlisis.
Un pico fue considerado prominente si superé el 35% del valor de prominencia (amplitud
relativa) mdxima en la sefial y, para eliminar picos de baja amplitud en nivel absoluto, se im-
puso adicionalmente que el pico tuviera un 40 % de la amplitud absoluta maxima. Estas dos
condiciones son complementarias, en el sentido de que un pico puede presentar una amplitud
absoluta significativa, pero ser un pico de baja amplitud relativa (méximo secundario).

Para comparar con los picos detectados en el LFP, se computé la distancia At a los picos
detectados en el LF Ppyq para cada protocolo. Se consideré que dos eventos eran coincidentes en
la sefial MUA y LFP si se encontraban a una distancia menor a 50 ms entre si. Para estudiar la
respuesta en la escala de frases de canto, como se hizo para el LFP en Capitulo 4, se detectaron
picos sobre la sefial MUA para las frases seleccionadas por el método de la autocorrelacién en el
LFP. Debido a que los picos en oscilaciones pueden estar bien definidos pero no ser necesaria-
mente de gran amplitud, para esta deteccion de picos en el perfil MUA se utiliz6 la sefial original
(sin suavizado adicional), y el umbral fue fijado de modo que los picos considerados tuvieran
una amplitud relativa que superara el 25 % de la prominencia maxima. Por tdltimo, también se
computaron para el caso de silabas del tipo PO y P1 las actividades promediadas en todos los
eventos, tomando la respuesta a cada silaba como un evento individual y alineando al inicio
sildbico. Este promediado se realiz6é sobre la sefial correspondiente al LFP y también sobre las
sefiales del perfil MUA.

En conjunto, estos andlisis permitieron estudiar a distintos niveles la correspondencia entre
la respuesta medida en los LFP y los perfiles MUA. En particular, se quiere poner a prueba
la hipétesis que la respuesta medida a nivel del LFP es un emergente de la actividad de las

neuronas del nicleo HVC en la zona de registro.

5.2.D. Actividad de neuronas individuales en niicleo HVC

El mayor nivel de detalle de la actividad en los registros extracelulares esta dado por la ac-

tividad de las neuronas individuales que componen la actividad multiunidad. Este andlisis per-
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mitirfa, adicionalmente, evaluar la relacién de la actividad de neuronas tinicas con el emergente
en la respuesta medido a nivel del perfil MUA y el LFP. En caso de existir una correspondencia
en las 3 escalas estudiadas (neuronas individuales, perfil MUA y LFP), esto daria sustento a la
medida del LFP como el emergente de la sincronizacién de la actividad de mdltiples neuronas
en una regién del nicleo neuronal HVC. De esta manera, seria posible utilizar mediciones del
LFP en futuros estudios para, por ejemplo, facilitar la medicién en simultdneo de la actividad
neuronal a gran escala en distintos nticleos del sistema neuronal del canto.

Como en Capitulo 2 y Capitulo 3, la estrategia para analizar la sefial a este nivel de detalle
consiste en la utilizacién de algoritmos de clasificacion de espigas (spike sorting). A diferencia
de esos registros, sin embargo, las mediciones realizadas con arreglos multielectrodo registran
multiples canales de actividad neuronal. Al mismo tiempo, las impedancias de los electrodos
son levemente mas bajas que en los casos anteriores 1 — 2 M() contra > 3MQ) utilizados previa-
mente. Esto hace que en los registros con arreglos multielectrodo se esté registrando un mayor
nimero de neuronas por sobre los registros de un solo canal (en electrodos extracelulares, mien-
tras mayor es la impedancia, mayor es el spoder de aislacién de la actividad de neuronas indi-
viduales cercanas al electrodo, ver Regitros extracelulares de potenciales de accion (Seccion 1.5.A)).
Los métodos de clasificacion de espigas para registros multicanal estan en continuo desarrollo,
y la mayoria de los algoritmos para una alta cantidad de canales > 4 fueron publicados durante
el desarrollo del trabajo presentado en esta tesis doctoral (Chung et al., 2017; Pachitariu et al.,
2016; Rossant et al., 2016). La mayoria de estos algoritmos son desarrollados y puestos a prueba
contra una base de datos provenientes de corteza en mamiferos; tipicamente registros en ratas.
Adaptar el funcionamiento de los algoritmos a registros con caracteristicas distintas presenta
dificultades asociadas, debido a que no existe una tinica estrategia para clasificar espigas y a que
los algoritmos estdn desarrollados con una aplicacién especifica en mente. Més atn, el problema
del disparo sincronizado de mdltiples unidades puede dar lugar a la superposiciéon de espigas
en la sefial, un problema atin no resuelto (Rey et al., 2015b).

A pesar de estas limitaciones, el andlisis realizado con uno de estos paquetes de software
(klustakwik /phy, (Rossant et al., 2016)) proporciona evidencia directa de las instancias de dispa-
ro de al menos algin subconjunto de las neuronas involucradas en los perfiles MUA. El algoritmo
implementado por este programa realiza una clasificacién semiautomatica en los grupos de es-
pigas presentes en cada registro. Para esto, el primer paso es la deteccién de las espigas en cada
canal registrado a partir de un umbral comparable al empleado en Subseccién 5.2.A. Afiadiendo
la informacién espacial (grafo de canales vecinos en la sonda), el algoritmo extrae una ventana
de 1.5 ms alrededor de cada evento y realiza una descomposicién en componentes principales
(PCA, del inglés principal component analysis) de cada espiga detectada. Con esto, computa un
vector relacionado a la ubicacién espacio-temporal de cada espiga. Finalmente, el algoritmo de

clasificacién consiste en la minimizacién de un ajuste por un modelo de mezcla gaussiana a las
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distribuciones de las caracteristicas de las espigas, para separar los grupos presentes en la sefial
(para mas detalle sobre el algoritmo, ver (Kadir et al., 2014; Pedreira et al., 2012)).

El proceso de clasificacion automética requiere posteriormente una etapa de supervisién por
parte de un usuario humano. En este proceso, se evaltia el desempefio del algoritmo para cla-
sificar las espigas en los datos y se asiste manualmente a la clasificacion final. Este proceso es
similar a la supervision realizada para la clasificaciéon de espigas en un canal (Capitulo 2 y Ca-
pitulo 3), salvo la diferencia en la dimensionalidad del problema. Para evaluar la separaciéon de
los grupos detectados por el algoritmo se tienen en cuenta las proyecciones en el espacio de las
PCA, las formas de las espigas, su ubicacién en la sonda y cuantificaciones estadisticas sobre el
tren de espigas. Estos andlisis se utilizan en conjunto como medida de calidad de separacién de
cada grupo (en inglés, cluster). Cada grupo bien aislado puede considerarse, en principio, como
la actividad de una neurona individual. El andlisis estadistico sobre el tren de espigas consiste en
este caso del autocorrelograma (Dayan & Abbott, 2001). Este es un histograma en el cual en cada
columna temporal t; corresponde a la cantidad de pares de espigas que presentan una distancia
en el rango [t; — A;t; + A], con A el ancho de la columna (A = 0,5 ms, de modo que el ancho
total de la columna centrada en t; sea de 1 ms). La forma que presenta este histograma esta
relacionado con las caracteristicas temporales de disparo del tren de espigas asociado a un gru-
po. De esta manera, si la neurona analizada presenta caracteristicas de disparo tipo fasico (baja
tasa de actividad espontanea, alta tasa de disparo en eventos codificados), el autocorrelograma
presenta un pico para algtn t; (tipicamente t; < 10 ms), pero decae a tiempos largos (decenas
de milisegundos). En cambio, si el tren de espigas analizado corresponde a la actividad de una
neurona que presenta disparo ténico (alta tasa de disparo espontdnea), entonces la probabilidad
de encontrar pares de espigas a un At dado no decae a tiempos largos, sino que tiende a un
valor sostenido. En estos casos, el autocorrelograma presenta un perfil creciente hacia un valor
asintético (relacionado con la tasa de disparo basal de la neurona).

El autocorrelograma, a su vez, representa una medida de calidad de separacion del grupo
de espigas analizado, debido a que un grupo correctamente separado presenta cuentas nulas en
la cercania de t; = 0 ms. Este fenémeno se debe al periodo refractario neuronal. La violacién
del periodo refractario (tomado como la presencia de eventos alrededor del origen) indica que
el grupo analizado no estd correctamente aislado, y por lo tanto no representa la actividad de
una Unica neurona (para una descripciéon detallada de los autocorrelogramas, correlogramas
cruzados y su evaluacién en la calidad de separacion de un grupo neuronal, ver (Harris et al.,
2000). En Figura 5.2 se muestra un ejemplo de un grupo bien separado (captura de pantalla
del programa con el que se realiza la supervisién manual). En (a) se tiene la lista de grupos
encontrados y en (d) el autocorrelograma del grupo seleccionado. En (b) y (e) se puede explorar
la proyeccién en los espacios de las componentes principales y la presencia de las espigas del

grupo a lo largo de las sefiales medidas, respectivamente. Finalmente, en (c) se analizan las
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formas de las espigas del grupo seleccionado. Los canales de maxima amplitud (en celeste)
muestran la forma de las espigas que conforman el grupo seleccionado (notar cémo, incluso para
canales vecinos, las espigas varian en forma y amplitud). Una superposicién de espigas limpia,
separacién respecto de otros grupos en las proyecciones de las PCA y un autocorrelograma sin
contaminacién en el periodo refractario permiten aseverar la calidad del grupo. En el caso de
que un grupo esté bien aislado (como el mostrado en la figura), se considera que la actividad

de ese grupo corresponde a la actividad de una tnica neurona.
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Figura 5.2: Ejemplo de separacién de un grupo neuronal en la actividad neuronal. Captura de pantalla
del programa que se utiliza para realizar la separacion de los grupos de neuronas de cada registro. (a)
Listas de grupos detectados por el programa, (b) proyecciones en el espacio PCA de las caracteristicas de
las espigas del grupo seleccionado y (e) trazas temporales de las sefiales medidas. (c) forma de las espigas
del grupo en los distintos canales de la sonda. (d) Autocorrelograma del grupo seleccionado, mostrando
que el grupo seleccionado presenta una buena separacién (cuentas nulas en la cercania de t; = 0 ms. Notar
que existe un leve nivel de contaminacién a para t; ~ 0 ms que no pudo eliminarse. En este caso, el nivel
de contaminacion es pequefio, por lo cual atn asi puede interpretarse la actividad como proveniente de
una unica neurona (Harris et al., 2000).

En el proceso de supervision del desemperio del algoritmo, se deben evaluar tanto las carac-
teristicas antedichas como la posible unién de mdltiples grupos que fueron separados por un
sobreajuste en la clasificacién automadtica. Una unién de grupos se consideré plausible cuando
las formas de espiga, el autocorrelograma y la presencia en canales de la sonda eran simila-
res entre si. Para cada uno de los protocolos, el proceso automatico llevé entre 15-34 horas de

cémputo. Tipicamente, para registros de esta magnitud, el nimero de grupos de espigas a la
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salida de la clasificacion automatica fue del orden de 100-200 grupos y la supervisién humana
llevé un minimo de 2 dias de andlisis para evaluar la separaciéon de los grupos de mejor calidad
en cada protocolo. Al finalizar la sesién manual, se obtiene una lista de tiempos en los que
ocurrié una espiga y a qué grupo pertenecen. Con esta informacién, se pueden realizar andlisis
similares a los efectuados para el perfil MUA, pero esta vez sobre sefiales provenientes de la
actividad de neuronas individuales. Esto es de interés al estudiar qué caracteristicas del canto a
nivel del nicleo HVC son codificadas por las neuronas individuales. Més atin, la separaciéon de
neuronas individuales permite estudiar scomo se relaciona esta actividad con respecto a medi-
das a mayor escala (MUA y LFP). Para esto, en particular para silabas del tipo PO, también se
computé el promedio de la actividad de las neuronas respecto del inicio de cada silaba, dado
que que conforman el marco de mayor contraste entre los roles propuestos para la codificacién
del canto a nivel de HVC.

5.3. Resultados

5.3.A. Larespuesta conjunta de multiples neuronas

Como en el caso de las sefales analizadas en Capitulo 4, en los perfiles MUA se evidencian
instancias marcadas de actividad neuronal en respuesta al canto. En Figura 5.3 se muestra el
proceso de computo del perfil MUA sobre un segmento de registro, utilizando el procedimiento
descripto en Actividad de miiltiples neuronas (Subsecciéon 5.2.A). En esta figura se muestra la sefal
de sonido de una silaba del tipo PO (a), segmentos de trazas correspondientes a 10 ensayos de
un protocolo y dos ampliaciones para ayudar la visualizacién (datos de un canal, (b)) y el perfil
MUA para ese segmento obtenido a partir de la detecciéon de las espigas en todo el protocolo.
En (b) puede apreciarse que la traza de actividad medida presenta espigas de distinta amplitud
y que la mayor cantidad de instancias de disparo se agrupan en la regién 11.1 s - 11.2 s para los
segmentos de sefial mostrados. Notar, especialmente, el bajo nivel de actividad espontdnea tanto
a la izquierda como a la derecha de este rango. En las ampliaciones se aprecian en mayor detalle
las espigas de menor tamafio, asi como el nivel de umbral determinado para este canal. En este
caso, el perfil MUA presenta dos picos bien definidos (ver (c)). El primer pico de actividad se
corresponde con disparos precisos y altamente sincronizados a lo largo de las repeticiones. El
segundo pico, sin embargo, se compone de actividad que presenta mayor nivel de variacién, pero
adn asi presenta una actividad concentrada en una instancia temporal (ver las trazas individuales
en (b) para la regién 11.15 s- 11.20 s). Esto, ademds, queda representado en los anchos relativos
entre ambos picos en el perfil MUA. Notar, tanto en las trazas individuales como en el perfil de
actividad cémo la mayor parte de los disparos estdn concentrados en una regién de unos 100 ms

respecto del inicio silabico.
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Figura 5.3: Actividad neuronal en los datos y perfil MUA en la respuesta al canto propio (BOS). (a) Sefal
de canto para una silaba P0. (b) Segmentos de trazas registradas en respuesta a 10 presentaciones de BOS.
Notar que la mayor cantidad de espigas se encuentran en la regién 11.1 s - 11.2 s para todos los ensayos.
Estas rafagas de actividad estan precedidas y seguidas por zonas de inhibicién neuronal (ausencia de
espigas). (c) Perfil de actividad conjunta de multiples unidades (MUA), obtenido a partir de sumar la
cantidad de eventos que ocurren entre todos los ensayos de un protocolo en ventanas deslizantes de 15
ms (deslizantes cada 1 ms). A la derecha se muestran ampliaciones para 2 ensayos de los 10 mostrados,
donde también se sefiala el nivel de umbral utilizado para detectar eventos (espigas neuronales). Como
el andlisis a partir de la deteccién de eventos que superan un umbral captura la actividad de espigas
de distinta amplitud y forma, se estd computando la respuesta conjunta de las neuronas registradas en
simultaneo.
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De esta manera, el andlisis de datos introducido en Figura 5.3 fue utilizado en la cuantifi-
cacion de la actividad conjunta de multiples neuronas durante un protocolo. La posibilidad de
cuantificar la respuesta de multiples neuronas en conjunto permite abarcar la pregunta sobre
si existe una correlacion entre el tipo de respuesta encontrada en los LFP;,; en Capitulo 4 y
la actividad de las neuronas en HVC. Las siguientes secciones hardn uso del perfil MUA para

estudiar esta relacion en detalle.

5.3.B. Extensién y correlaciéon espacial

Los registros de actividad en los muiltiples sitios de la sonda presentan variaciones espaciales
en la actividad registrada a lo largo de los 32 canales, tanto para el LFP como para la activi-
dad neuronal dada por el perfil MUA. Como se present6 en Extension de la actividad en la sonda
(Subseccién 5.2.B), una primera caracterizacién de la relaciéon entre las sefiales de LFP y MUA
consistié en estudiar la relacién entre las variaciones en las amplitudes de las sefiales en la son-
da. Un ejemplo de estas variaciones para todos los canales de la sonda se muestra en Figura 5.4,
donde puede observarse actividad correlacionada espacialmente y localizada en un subconjunto
de canales en la sonda para los dos tipos de sefiales. En esta figura, se muestran los perfiles MUA
(a) y los LFPyye (b) para los 32 canales de la sonda. Las sefiales mostradas corresponden al pro-
medio en 20 ensayos de la respuesta al canto propio. En el ejemplo mostrado (datos de los cuales
se mostré un segmento en Figura 5.3), los canales superiores de la sonda no tienen un nivel de
actividad apreciable. Para MUA, los canales inferiores tampoco presentan actividad significativa.
Sin embargo, para los LFP;,, los canales inferiores siguen mostrando una sefial apreciable. Es-
ta observacién indica que los LFP, aunque representan una actividad acotada espacialmente,
abarcan una mayor extensiéon en la sonda que la actividad de las neuronas presentes en el re-
gistro. Notar como los LFP;,, también presentan modulaciones marcadas de amplitud a lo largo
de la sonda. El canal del cual se mostraron los datos en Figura 5.3 ha sido remarcado con un re-
cuadro rojo. Adicionalmente, en una comparacién cualitativa entre las sefiales correspondientes
a MUA (izquierda) y el LFP (derecha) se observa la presencia de picos en instancias que podrian
ser equivalentes. El andlisis de esta correspondencia serd retomado en Subseccién 5.3.C.

Los perfiles de actividad MUA mostrados en Figura 5.4 representan una regién con limites
bien definidos dentro de la sonda. La cobertura en canales de la sefial MUA es de aproxima-
damente 15 canales, con amplitud despreciable hacia ambos limites. Sin embargo, los LF Py,
mostrados en la figura presentan amplitud despreciable s6lo hacia uno de los limites de la sonda
(el superior). Al estudiar los datos de todos los protocolos analizados, se encuentra que tipica-
mente esto ocurre de la misma manera: el perfil MUA presenta extremos definidos, pero el LFP
no decae por completo hacia los extremos de la sonda. Sin embargo, para el 86 % de los casos, las

sefiales de los LF P, dejan de ser apreciables en amplitud en al menos uno de los dos extremos,
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Figura 5.4: Perfiles MUA y sefiales LF Py, para los 32 canales de la sonda Neuronexus (datos de respues-
ta a canto propio durante un protocolo). (A) Perfiles MUA para los 32 canales de la sonda de registro.
Se observa que el perfil MUA estd presente en una regién acotada de canales y que la actividad esté
correlacionada entre canales vecinos (observar la aparicién de picos de actividad similares en los distintos
canales). (b) Potenciales de campo local (LFP;yg) para cada canal de la sonda. Similar a lo observado en
(a) y mostrado en Figura 4.10, la actividad estd extendida en los canales de la sonda, también mostrando
correlacion espacial de la actividad. Adicionalmente, se observa que la extensién en canales de los LF Py
es mayor que la de los perfiles MUA. El recuadro de color indica el canal de los registros mostrados en
Figura 5.3.
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y lo mismo ocurre con los perfiles de actividad MUA (93 %), mostrando que la actividad est4
acotada a un conjunto de canales en la sonda. En particular, en el 60 % de los casos se tiene que la
actividad MUA decae completamente hacia los dos extremos y pueden definirse limites a ambos
lados. En ningtin caso se registraron perfiles de actividad MUA que estuvieran extendidos a
lo largo de los 32 canales.

A partir de la observacién de que existe actividad correlacionada para cada sefial a lo largo de
multiples canales en la sonda, para cada protocolo se computé la matriz de correlacién pesada
Corr(x;,x;) planteada en Subseccién 5.2.B. En Figura 5.5 se muestra un ejemplo para uno de
los 16 protocolos analizados. En (a) se muestran las trazas de amplitud RMS para los LFP;y,
en los distintos canales (rojo) y para los perfiles de actividad MUA (azul). Con (x) se marca el
canal de maxima amplitud para el perfil MUA. Para este canal se muestran en (b) las sefiales
correspondientes al LFP,,, y al perfil MUA. De las sefiales mostradas en (b) puede apreciarse
la presencia de picos de actividad en el perfil multiunidad que también ocurren en el LFP,.
En (c) y (d) se muestran las matrices Corr(LFP;, LFP;) y (Corr(MUA;, MUA;), respectivamente.
Para cada par de valores (i,]), se represent6 el valor de Corr(x;, x;) con una escala de colores
(mostrada en la parte inferior de la figura). El efecto discutido de que la actividad MUA tiene
limites mejores definidos que los LFP;;; queda representado en estas figuras por una rdpida
caida de la actividad para MUA en las zonas cercanas a los extremos. Para definir un pardmetro
relacionado con la extension espacial, se utilizaron para cada sefial por separado el subconjunto
de protocolos que tuviera limites bien definidos, como el caso mostrado en Figura 5.5. Para estos
casos, se definié el area de actividad correlacionada a partir de la cantidad de canales que
delimitaron la zona de Corr(x;, x;) > 0,6. De esta manera, para el ejemplo mostrado en la figura
se obtiene una extensién de 12 canales 300 pm para MUA y de 17 canales (425 pum) para LFPyyq.

De los 14 protocolos originalmente analizados (sonda Neuronexus A1x32), 8 presentaron
una actividad MUA con limites definidos a ambos extremos de la sonda, mientras que sélo 5
de esos 8 presentaron limites bien definidos para los LFP,,, (es decir, regiones con valores de
Corr(x;, x]-) > 0,6 y limites de la sonda con valores Corr(x;, x]-) < 0,6. En Figura 5.6 se muestra
un ejemplo que no presenta limites bien definidos en una de las dos cantidades. Observar que
Corerpi,Lppj presenta valores > 0,6 en el limite inferior de la sonda, por lo cual no existe una
region definida de modo que por fuera los valores sean < 0,6. En este caso, no puede definirse
una longitud de correlacién. Sin embargo, notar que incluso cuando ocurre esto para el LF Py,
se tiene que para Corryua,mua; st puede definirse una longitud de correlacion, debido a que la
region con valores > 0,6 esta bien delimitada dentro de la sonda. Los resultados hallados para la
longitud de correlacion medida a partir de los LFP,,, y el perfil MUA se muestran en Tabla 5.1.

En promedio, la actividad medida a partir de los perfiles MUA presenta una correlacién
espacial de 285 + 50 pm, mientras que para los LF P, la longitud de correlacién presenté un

valor medio de 385 4125 um. Con los datos obtenidos a partir de esta cantidad de protocolos, los
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Figura 5.5: Perfiles de amplitud RMS y matrices de correlaciéon pesada para un protocolo con extremos
bien definidos. (a) Perfiles de amplitud RMS para los LFP,yg (rojo) y perfiles MUA (azul) para los 32
canales de la sonda Neuronexus durante un protocolo de un ave (Csb253-AzuAma). Con (x) se marca el
canal de perfil de actividad MUA que presenta amplitud maxima. (b) Potencial de campo local y perfil
de actividad MUA para el canal seleccionado en (a). (c) y (d): matrices de correlacién pesada por el
perfil de amplitudes para los LF Py y perfiles MUA, respectivamente (para mas detalle, ver texto). Barra
inferior: escala de colores para los valores de correlacion representados en la figura. En este caso, tanto la
matriz de correlaciones para los LFP,,¢ y los perfiles MUA presentan limites bien definidos, con valores
Corr(x;, x]-) < 0,6 hacia los extremos. Definiendo la longitud de correlacién como la cantidad de canales
que delimitan la zona de Corr(x;, xj) > 0,6 se obtiene para los LFP;¢ una longitud de correlacion de
425 ym, y de 300 um para los perfiles MUA.
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Figura 5.6: Perfiles de amplitud RMS y matrices de correlacién para un protocolo con extremos no
definidos. Figura equivalente a Figura 5.5, pero mostrando las matrices de correlacién para un protocolo
en el que no se tienen completamente definidos los extremos de la actividad. El perfil de amplitudes de los
LF Pyyg disminuye en amplitud sélo hacia un extremo de la sonda. Los perfiles MUA, sin embargo, siguen
mostrando limites bien definidos hacia ambos extremos, asi como una longitud de correlacién similar al
caso mostrado en Figura 5.5, de 250 um.
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Longitud de correlaciéon  LF Py MUA

Minimo (pm) 175 225

Maximo (um) 500 350

Promedio =+ SD (um) 385 + 125 285 4+ 50
N=5 N=8

Tabla 5.1: Valores de distancia de correlacién (en ) a partir del andlisis detallado en esta seccién. Notar
que, como se observé en los ejemplos mostrados, el LF Py presenta una mayor extension espacial que la
actividad dada por el perfil MUA. La diferencia en cantidad de protocolos (N) se debe a que existe mayor
cantidad de casos donde los perfiles MUA presentaron una zona de valores de Corrxi,xj > 0,6 delimitada
por valores < 0,6 para poder realizar la cuantificacién.

intervalos obtenidos para la longitud de correlaciéon de los perfiles MUA y de los LEP se solapan
entre si, aunque la diferencia de valores medios es del orden de los 100 um, indicando un efecto
en el cual el LFP, aunque acotado espacialmente, es una sefial mas extendida espacialmente que
el perfil de actividad MUA. El hecho de que la actividad medida en el LFP esté acotada en
el espacio y co-localizada con la actividad de los perfiles MUA es un indicio de que los LFP
estdn asociados a la actividad neuronal del niicleo HVC.

Como comparacion de la escala de correlacion hallada, en un estudio previo se reporté que
para el caso de diamantes mandarines, la banda de frecuencias predominante del LFP en HVC
presenta correlaciones en una escala de 108 pum — 125 ym (Markowitz et al., 2015). En el mismo
estudio también se reporté que las sefiales de calcio de neuronas marcadas en HVC presentan
una escala de correlacién del mismo orden 119 um — 183 um. Otros estudios en diamantes man-
darines anestesiados establecieron que, al menos para una subpoblacién de neuronas en HVC,
las sefiales de calcio presentan correlaciones en una escala de 263 um (Graber et al., 2013). Este
altimo valor estd incluido en el intervalo aqui reportado para la escala de correlacién medida
a partir del perfil MUA. Los valores encontrados para el LFP, si bien mayores en promedio,
también contienen a este valor previamente reportado. El estudio de la correlacién espacial con
sondas separadas entre si por 25 um present6 la dificultad asociada que para un extremo de la
sonda, la actividad no presenta limites bien definidos. Una posibilidad a futuro seria realizar el
mismo tipo de estudio pero con sondas de mayor extensién espacial o mayor separacién entre
canales. Adicionalmente, queda abierta la pregunta si, en el caso de canarios comportdndose,
la extensioén de la actividad correlacionada disminuye respecto de lo aqui reportado, como fue
encontrado previamente para diamantes mandarines.

Dado que el potencial de campo local en HVC no ha sido descripto anteriormente en cana-
rios, ademds de poder caracterizar la correlacién espacial de cada sefial, resulta de sumo interés
el estudiar la relacién entre la respuesta dada por el LFP y la respuesta dada por la actividad
neuronal. Espacialmente, a partir de los ejemplos mostrados en Figura 5.5 y Figura 5.6 puede

verse que las sefiales presentan un buen grado de co-localizacién en la sonda. Para estudiar esta
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relacion espacial entre las sefiales, se determinaron los coeficientes de correlacién de Pearson (r)
de los perfiles de amplitud de las sefiales a lo largo de la sonda. De los 14 protocolos para los cua-
les se analiz6 la espacialidad, sélo 3 presentaron un valor de » < 0,7 para los perfiles de amplitud
entre LFP y MUA. Los 11 protocolos restantes mostraron coeficientes de correlacién promedio
de r = 0,78 £ 0,15. Este resultado indica que las variaciones espaciales de ambas sefales esta
altamente correlacionada en los distintos sitios de medicién, como se vio en Figura 5.4. Para
algunos de los protocolos, sin embargo, se encontré que la variacion espacial de los perfiles de
amplitud de las sefiales presenta mayor correlacién para algtn corrimiento entre los sitios de
medicion. De los 14 protocolos, 9 presentaron un valor maximo de correlaciéon cruzada para un
desplazamiento nulo, indicando que el coeficiente r de Pearson capta la mdxima correlacion entre
los perfiles. Sin embargo, los 5 protocolos restantes presentaron un valor maximo de correlaciéon
cruzada para un corrimiento de £2 canales en la sonda. En promedio, los valores de maxima
correlacién cruzada para los perfiles de amplitud de los 14 protocolos fue de (ry, = 0,83 £0,13,
con valor minimo de 0,67 y maximo de 0,98. Este resultado, aunque comparable con el resulta-
do previo muestra que puede existir un corrimiento de hasta 50 ym que maximice la relacién
espacial entre MUA y LFP.

5.3.C. Relacion MUA-LFP

Como se introdujo en la seccién de métodos de este capitulo (Relacién entre las sefiales de activi-
dad neuronal (Subseccién 5.2.C)), se realizaron distintas cuantificaciones para evaluar la similitud
de la respuesta marcada en el LFP y en el perfil de actividad MUA. En esta seccién se tratard
cada una de ellas, yendo en un creciente nivel de detalle. En Subseccién 5.3.A y Subseccién 5.3.B
se determind la extension espacial de la actividad en HVC y se observé que existen multiples ca-
nales correlacionados para los potenciales de campo local LF P,y y para los perfiles de actividad
conjunta de multiples neuronas (perfiles MUA). Adicionalmente, en Subseccién 5.3.B también se
cuantificé la correlacién entre los perfiles de amplitud de ambas sefiales a lo largo de los cana-
les en la sonda, encontrando que existia un alto grado de correlacién. En esta seccién se busca
establecer la existencia de una relacién en la estructura temporal de las respuestas dadas por
ambas sefiales. En particular, una primer hipétesis que se quiere poner a prueba es si los mi-
nimos prominentes caracterizados en los LFP,,, en EI LFP indica transiciones entre frases de canto
(Subseccién 4.3.C) se corresponden con los picos de actividad de los perfiles MUA durante la

respuesta al estimulo.

Correlacion temporal de las sefiales

Como medida global de similitud entre las sefiales, se comput6 la méxima correlacién cruza-

da entre los LF P,y y los perfiles MUA durante la presentacion del estimulo. El LF P, utilizado
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en esta comparacion es el perteneciente al canal de méxima amplitud RMS, que fue el analizado
en Capitulo 4. Para la eleccion del perfil MUA a analizar, se utiliz6 el resultado mostrado en
Subseccién 5.3.B: para la mayoria de los protocolos, se utiliz6 el perfil MUA del mismo canal que
LFP,yq. Para los protocolos que presentaran una correlacién maxima de los perfiles de amplitud
con un corrimiento de £2 canales, se tomo entre ellos el perfil MUA que maximizara la correla-
cién temporal global con el LFPyye. A nivel global (durante todo el tiempo de presentacion del
estimulo), la correlacién cruzada promedio es de 7 rp piia = 0,37 £ 0,13, con un valor minimo
de 0.15 y un valor maximo de 0.63 para los 16 protocolos analizados. A una escala més locali-
zada, sin embargo, los valores maximos de correlaciéon cruzada aumentan. Como se mostr6 en
Seccién 4.2.B y en Subseccion 4.3.C, la duracion promedio de las frases de los cantos analizados
es de 1,18 £ 0,61s. Por este motivo, se buscaron instancias correlacionadas en una escala com-
parable a la duracién de las frases. Se tomaron ventanas de 1 s de duracién y se midi6 en esas
ventanas la correlacion cruzada entre las sefiales. Barriendo la duracién del canto cada 250 ms, se
obtuvo un perfil de los valores de la maxima correlacién cruzada en cada ventana para cada par
de sefiales analizadas. Esto permitié evaluar que existen instancias en las cuales ambas sefiales
presentan un alto grado de correlacién. Tomando para cada par de sefiales el maximo valor de
correlacién hallado en estas ventanas temporales, se encuentra que la maxima correlacién pro-
medio es 7rrp mua(M) = 0,81 £ 0,06, donde M indica que se tomé el valor méximo para cada
par de sefiales. Dentro de los méximos de correlacion encontrados para los 16 pares, el minimo
valor result6 ser de 7(M)rp ynia = 0,72 y el maximo (M) p yrpa = 091

Estos resultados demuestran que, si bien a nivel global las sefiales no presentan un al-
to grado de correlacién, a nivel de la escala caracteristica de la duracién de las frases de
canto aparecen instancias donde las sefiales si estin correlacionadas r > 0,7, (mediana =
3 segmentos/protocolo separados al menos 1 s entre si). En este andlisis se utilizé la correla-
cién cruzada, permitiendo un desplazamiento de hasta £25ms entre las sefiales de cada ventana
temporal para encontrar el maximo valor de correlacion. Para cada ventana analizada se encon-
tré que el LF Py, estd levemente atrasado respecto de la actividad en el perfil MUA (en el 88 % de
las ventanas analizadas el LFP present6 un retraso positivo, en promedio At;rp_pmua = 7 £ 6 ms,

mediana= 5 ms.

Determinacién de instancias prominentes

Para estudiar en detalle la presencia de instancias compartidas en la respuesta, se buscé una
medida que fuera sensible a la presencia de periodos de excitacién marcada, a partir de determi-
nar picos prominentes en cada sefial para luego evaluar el grado de acuerdo entre los conjuntos
de picos encontrados (como se mencioné en Relacion entre las sefiales de actividad neuronal (Subsec-

cién 5.2.C)). En Figura 5.7 se muestran los resultados de esta caracterizaciéon para los protocolos
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analizados. En (a) se muestran las posiciones de los picos prominentes encontrados para los per-
files MUA (lineas s6lidas de color rojo) y para los LF Py, (lineas negras con simbolo en el centro).
Estas instancias fueron detectadas a lo largo de la respuesta al canto, y se presentan agrupadas
en la figura como pares de conjuntos de instancias, de manera alternada. Las lineas horizontales
negras dividen los protocolos en grupos provenientes de distintos animales (cuya denominacién
se encuentra a la izquierda). Notar que existe un gran ntiimero de instancias de picos de acti-
vaciéon en MUA o minimos prominentes en LFP que coinciden entre si (las flechas en (a) son
una ayuda visual hacia instancias particulares donde existe un buen acuerdo entre los picos de
ambas sefiales). En (c) se muestran segmentos de un ejemplo de LF Py (arriba) y de perfil MUA
(abajo) luego del pre-filtrado para la deteccion de minimos y méximos, respectivamente (ver
Subseccién 5.2.C). Con lineas verticales se indican las instancias detectadas en cada caso. Notar
como para el segmento mostrado los umbrales de deteccién elegidos logran capturar las instan-
cias prominentes. Notar también la similitud en los tiempos de detecciéon de eventos para cada
sefial, indicando la presencia de instancias de respuesta compartida entre las sefiales.

En (b) se muestra la cuantificacién realizada sobre los datos. Para los picos detectados en
MUA, se comput6 la menor distancia At a los picos detectados en el LFPyq. Se consideré como
instancias concordantes a aquellas que estuvieran a una distancia menor a 50 ms entre si. En (b)
se muestra el histograma de las distancias de los eventos que cumplen esta condicién (34 % de los
eventos en MUA, 88 puntos/258 puntos en total). A pesar de que esta cuantificacion subestima el
grado de similitud entre las sefiales, cuando se considera a la inversa (cantidad de picos de LFP
que tienen un pico de MUA asociado), esta relacién es del del 65 %, con 98/150 eventos corres-
pondientes. La distribucién de distancias At resultante entre los eventos coincidentes no puede
ser distinguida de una distribucién normal (prueba de Shapiro-Wilk, p = 0.31) y no presenta un
valor medio significativamente distinto de 0 (prueba t de una muestra, p = 0,11; At = —3+18
ms.

Estos resultados muestran que existe una correspondencia - al menos parcial - de instancias
prominentes en ambas sefales. El siguiente nivel de andlisis consiste en estudiar en una escala
localizada la presencia de respuestas en MUA comparables a las obtenidas para silabas del tipo
PO y P1 en el LFP.

Ejemplos de respuesta a P1y PO

Usando la informacién de las instancias de respuesta robusta en el LFP ya analizadas en
Capitulo 4, se estudi6 la respuesta en términos de la actividad MUA. Para esto, en las frases
ya analizadas para el LFP se buscaron picos de excitacion en MUA. Con este anélisis se quiere
poner a prueba la relacién a nivel de la estructura de la respuesta en la escala de las frases del

canto, profundizando el andlisis realizado sobre el LFP en el capitulo anterior.
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Figura 5.7: Correspondencia en la deteccion de picos en perfiles MUA y LFP;y. (a) Eventos detectados
en los perfiles MUA (lineas verticales rojas) y en los LF Py de cada protocolo (lineas negras con un sim-
bolo central). El eje horizontal representa el tiempo, mientras que los resultados de distintos protocolos se
representan en distintos valores en el eje vertical. Para un protocolo se corresponden dos tiras de eventos
(una correspondiente a los picos detectados en el perfil MUA, otra correspondiente a los minimos detec-
tados en el LFP). Finalmente, las lineas horizontales separan los datos obtenidos para distintos animales.
Notar que existe un gran niimero de eventos que coinciden entre ambas sefiales (las flechas sirven como
guia visual hacia algunas instancias especialmente prominentes). (b) Distancia entre los eventos de los dos
tipos de sefiales en el rango £50 ms, correspondiente a los eventos de MUA que tuvieron su coincidencia
en el LFP. Estas distancias siguen una distribucién normal, con valor medio At = —3 + 18 ms (para mas
detalles, ver el texto)). (c) Ejemplo de segmentos de sefiales analizadas; los perfiles MUA (panel inferior)
y LFP (panel superior) presentan instancias compatibles entre si. Las lineas verticales indican eventos
detectados en cada sefial.
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La respuesta proveniente de este andlisis estd ejemplificada para una silaba del tipo P1 en
Figura 5.8. En el panel superior de (a) se muestra el sonograma del segmento del canto. En los
paneles inferiores se muestran los LF Py, (verde) y los perfiles MUA (azul) de los protocolos de
un ave (Csb1162-BlaVe). Cada par de paneles LFP-MUA corresponde a un segmento de datos
de un protocolo. Con lineas verticales negras o rojas se marcan las instancias detectadas en
el LFP o el perfil MUA, respectivamente. En el panel inferior de esta figura se agruparon las
instancias, codificadas por color de la misma manera. Como se describié en El LFP presenta
sincronizacion en frecuencia a segmentos de canto (Subseccién 4.3.D) para el LFP, la actividad
conjunta de multiples neuronas presenta el mismo tipo de oscilaciones, formando un patrén
de activacién durante la presentacién del canto para la frase mostrada. Como se discutié en
Figura 5.7, existe una correspondencia entre las instancias detectadas en ambas sefiales. En (b)
se muestra el histograma de distancias entre cada pico detectado al inicio silabico previo (para
MUA en rojo, y LFP, en negro). Notar que, como en los ejemplos mostrados en Subseccién 4.3.G,
los picos detectados se agrupan en términos de instancias especificas. Mdas atn, el histograma
en (c) corresponde a las distancias entre los eventos detectados en MUA y en el LFP, indicando,
como se discuti6 antes, que las instancias coinciden.

Asi como la respuesta en MUA es equivalente a lo encontrado en el LFP para casos de
silabas P1, esto también ocurre para el caso de frases del tipo P0. En este caso, los picos de
actividad son de mayor amplitud que los mostrados en Figura 5.8. En Figura 5.9 se muestra en
detalle un ejemplo para una frase de silabas del tipo PO (la figura estd organizada de la misma
forma que Figura 5.8. Notar la presencia de picos robustos en MUA en respuesta a las silabas
de tipo PO, como se ven también en los LFP. En (b) se muestran los histogramas, donde puede
verse que las instancias no estdn uniformemente distribuidas, y que las instancias detectadas
en ambas sefiales son compatibles. Los datos mostrados en (c) presentan un valor medio de
KtLFp,Mu 4 = —0,8+11,2 ms) indicando, como en Figura 5.8, que la actividad MUA y el LFP
estan codificando las mismas instancias.

Los ejemplos mostrados en esta secciéon son sélo parte de la respuesta a silabas del tipo PO
y P1 registradas en todos los protocolos. En las caracterizaciones hasta ahora, se midi6 el grado
de correlaciéon entre MUA y LFP y se mostraron algunos ejemplos particulares de respuesta en
los cuales los resultados obtenidos a partir del analisis del LFP en Capitulo 4 y la actividad

detectada en el perfil MUA son compatibles.

Promediado en eventos

Para caracterizar en mayor profundidad la relacién entre el LFP y la actividad multiunidad, se
realiz6 un andlisis promediando sobre todas las instancias de respuesta. La medida mds directa

de esta relacion viene dada por el promediado de las trazas de perfiles MUA y LFP para cada
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Figura 5.8: Ejemplo de correspondencia entre la actividad conjunta de miltiples neuronas (MUA) y el
potencial de campo local (LFP) para una frase de silabas de tipo P1 en datos de un ave (Csb1162-BlaVe).
(a) Panel superior: sonograma de la frase correspondiente (P1); paneles intermedios: perfil MUA (azul) y
LFP (verde). Cada par MUA-LFP corresponde a los datos de un protocolo. Las sefiales presentan en ambos
casos oscilaciones que ocurren con una frecuencia equivalente a la tasa sildbica de la frase presentada
(como se observé en Subseccion 4.3.D para el LFP). Las lineas verticales marcan las instancias detectadas
por un umbral de amplitud relativa sobre cada sefial (ver Subsecciéon 5.2.C); panel inferior: instancias
detectadas representadas en conjunto, con los mismos colores que en los paneles de arriba. Como se
discuti6 en Figura 5.7, existe una relacién entre ambas sefiales. (b) histogramas de retraso respecto al
inicio sildbico previo, para el LFP (negro) y MUA (rojo). Notar la similitud entre ambas distribuciones.
(c) La distribucioén de las distancias entre las instancias de los eventos detectados en el LFPyyq y el perfil
MUA presentan un valor medio de At = —3 £ 7 ms.
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Figura 5.9: Ejemplo de correspondencia entre la actividad conjunta de miltiples neuronas (MUA) y el
potencial de campo local (LFP) para una frase de silabas de tipo P0. Panel superior: sonograma de la
frase correspondiente (tipo P0); paneles intermedios: perfil MUA (azul) y LFP (verde). Cada par MUA-
LFP corresponde a los datos de un protocolo para un ave (Csb103-VeVio). La figura estd organizada como
Figura 5.8. Notar que en este caso, las instancias de activacion se dan en la cercania del inicio de las
silabas, dejando largos periodos de actividad a nivel basal, como puede verse en (b). Las distancias entre
los picos detectados en ambas sefiales estdn cerca de 0 ms, con un valor medio y desviacién estdndar de
ELFP, mua = —0,8 £ 11,2 ms. Estos resultados indican que existe una correspondencia entre las instancias
medidas en ambas sefiales.
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instancia de respuesta. En este andlisis, una instancia esta dada por la respuesta a cada silaba
individual. Adicionalmente, haciendo provecho de los ejemplos mostrados en Seccién 5.3.C,
se detectaron picos de actividad para cada segmento individual y, como antes, se realizaron
histogramas de distancia respecto al inicio sildbico para todas las instancias detectadas en
todos los protocolos. De esta manera, con los histogramas y las trazas promediadas se termina
de plantear la evaluacién de la similitud entre las sefiales.

En Figura 5.10 se muestran los resultados de esta cuantificacion. La figura estd dividida en
dos, una parte dedicada a silabas del tipo PO (izquierda) y otra para silabas del tipo P1 (derecha).
Cada seccion de la figura, a su vez, presenta distintos paneles. En (a) se muestran superpuestas
las sefiales de sonido correspondientes a las silabas del tipo PO y P1, normalizadas por el valor
maximo. Superpuesta y desplazada verticalmente se muestra la envolvente promedio de las
sefiales, también normalizada. En (b) se muestra el promediado en eventos de cada instancia
de respuesta. Para las silabas del tipo P0, se promediaron 58 instancias de respuesta, repartidas
entre 9 frases de silabas de este tipo para los protocolos correspondientes a 3 aves distintas,
con datos de los ntcleos HVC de ambos hemisferios. Las trazas promediadas corresponden al
segmento del LFP que comienza con la presentacion de una silaba del tipo PO y se extiende
hasta el comienzo de la silaba siguiente. Los segmentos tomados de esta manera no presentan
una longitud uniforme (los periodos intersildbicos varian en las distintas frases P0); para los
datos correspondientes a las 3 aves representadas en estos datos (Csb039-VioAma, Csb103-VeVio,
Csb253-AzuAma), los periodos intersildbicos variarion entre 310 ms y 400 ms. Por este motivo,
para las silabas del tipo PO, en la regiéon t > 300 ms, el promedio entre trazas es realizado con
una cantidad progresivamente decreciente de sefiales (notar las pequefas discontinuidades en el
promedio).

Para silabas del tipo P1, se promediaron 1157 segmentos (de los cuales se muestran super-
puestos una muestra de 500 silabas tomadas al azar en (a)), con datos que representan 11 frases
entre las 4 aves analizadas. Dado que estas silabas pueden presentar periodos intersildbicos tan
cortos como 40 ms, para poder realizar el mismo procesamiento se tomé una ventana por exce-
so de 15 ms respecto del periodo intersildbico, para evitar tener discontinuidades en la region
en la cual se agrupan los eventos detectados. Las dreas coloreadas corresponden a la barra de
error asociada a los promedios obtenidos, determinada como £SD. En (c) el procesamiento es
andlogo al realizado en (b) para el LFP, s6lo que para los perfiles de actividad MUA. Previo al
promediado, cada traza de perfil MUA fue normalizada a la amplitud del maximo pico en el
segmento, por lo cual el promedio mostrado conforma una medida normalizada de la actividad
en respuesta a cada tipo sildbico.

Por dltimo, en (d) y (e) se muestran los histogramas de las distancias de los picos detectados
en cada una de las sefiales respecto al inicio sildbico correspondiente. Los histogramas del LFP

ya fueron presentados en Capitulo 4. Los eventos en MUA fueron detectados como en Ejemplos
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de respuesta a P1 y PO (Seccién 5.3.C). Tanto en (d) como en (e) los histogramas han sido norma-
lizados de forma que la suma de todas las cuentas en todas las columnas sumen 1, por lo cual

representan la probabilidad de encontrar eventos agrupados en cada instancia de tiempo.
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Figura 5.10: Promedios en eventos para silabas del tipo P0 (izquierda) y tipo P1 (derecha). (a) Superpo-
sicion de las sefiales de sonido normalizadas y envolventes promedio normalizadas (linea sélida super-
puesta y desplazada verticalmente), mostrando los segmentos de canto correspondientes a cada respuesta
considerada. (b) Promedio en ensayos de las trazas del LFP en respuesta al estimulo (PO, n = 58 trazas
promediadas; P1, m = 1157 trazas promediadas). Las respuestas estdn alineadas al inicio silabico. La linea
solida representa el promedio y las 4reas coloreadas las barras de error, tomadas punto a punto como =+
SD. (c) idem (b) pero para los perfiles de actividad MUA, previamente normalizados a la amplitud del
maximo pico en el segmento. (d) y (e), histogramas de eventos detectados a partir de un umbral para los
LFP y perfiles MUA considerados, respectivamente. Las sefiales promediadas dan cuenta de la respuesta
observada para estos dos tipos sildbicos tanto en LFP como en MUA. Este andlisis muestra que existe una
relacién muy notable de la actividad conjunta de miltiples neuronas en el niicleo HVC con el potencial
de campo local. Este resultado resalta la importancia del LFP como medida de actividad en este ntcleo
neuronal.

Notar que el promediado en ensayos, tanto para el LFP como para los perfiles MUA, cap-

tura caracteristicas previamente discutidas en las respuestas: la presencia de un doble pico de
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actividad en las silabas del tipo PO y una oscilacion lenta (dada por la cola de la sefial), mien-
tras que en las silabas P1 se tiene un minimo que podria estar asociado al final de las silabas
o al comienzo de la siguiente, formando un refuerzo peridédico de la actividad. Por otro lado,
la sorprendente relacion entre el LFP y MUA se hace de manifiesto al comparar las trazas pro-
mediadas en eventos. A nivel de correlacién temporal, estas sefiales presentan un coeficiente de
correlaciéon de Pearson (tomando la sefial del LFP en valor absoluto) rpp = 0,72 y rp; = 0,68,
respectivamente. En el caso de las silabas tipo PO, la correlacién cruzada resulta maxima para un
corrimiento de 0 ms (por lo cual la méxima correlacién es equivalente a rpy). Para silabas del tipo
P1, en cambio, la correlacién se maximiza para un corrimiento de 4 ms en favor de la actividad
neuronal adelantada al LFP (dando un valor méximo de rp; o; = 0,78.

Para las silabas del tipo PO, el primer pico es de baja amplitud (de aproximadamente la
mitad que el pico mds prominente). El primer minimo estd ubicado en 33 £ 20 ms para el LFP
y en 26 £ 20 ms para el perfil MUA promediado. El segundo pico, en cambio, se encuentra en
75 £ 15 ms para el LFP y en 65 4 20 ms para el perfil MUA. Los valores se solapan entre si al
compararlos y el andlisis de correlacién cruzada dio un valor méximo para un corrimiento nulo,
notar que los valores medios estdn adelantados en MUA respecto del LFP. Adicionalmente, para
las silabas del tipo P1 los valores también coinciden entre si. El pico (minimo o maximo) de la
sefial promediada se encuentra en 40 £ 15 ms en ambos casos.

Estos valores dan cuenta de la variacién encontrada en los eventos individuales (histogramas
en (d) y (e)). En el caso del LFP, para las silabas PO y P1 los histogramas son los ya introduci-
dos en Capitulo 4. Estos histogramas representan un total de 97 eventos detectados en los LFP,
para las mismas frases y los mismos protocolos a los que corresponde el andlisis de las sefiales
promediadas. En estos histogramas, el primer pico de respuesta en las silabas PO se encuentra
en los 30 & 15 ms, mientras que el segundo se encuentra en 75 £ 15 ms. La distribucién de da-
tos presenta un valor medio de 100 ms y una desviacién estdindar de 94 ms, dada en particular
por la presencia algunos valores distribuidos durante el periodo intersilabico. La mediana de los
valores se encuentra en 73 ms, en acuerdo con la presencia del pico del histograma.

El histograma de los picos de actividad detectados en MUA, en cambio, corresponden a 84
eventos también detectados en los mismos protocolos. El primer pico detectado se encuentra
mas concentrado que su contraparte en el LFP, en 22,5 £ 7,5 ms. El segundo pico se encuentra
en 60 = 15 ms. Como para el LFD, la deteccién de eventos por umbral detecta algunos eventos
distribuidos en el periodo intersildbico, por lo cual el valor medio de la distribucién es de 103
ms, con una desviacion estandar de 78 ms. La mediana, en cambio, se sittia en 68 ms, también
en acuerdo con la presencia del pico del histograma. Una prueba de Kolmogorov-Smirnov de
dos muestras no puede rechazar la hipétesis nula de que las distribuciones de instancias en LFP
y MUA provengan de una misma distribucién (p = 0,11). En adicién, los picos detectados en

eventos individuales muestran una distribucién que no presentan diferencias significativas con
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los valores de los picos reportados por el promediado en eventos. Para silabas P1, el histograma
de los eventos detectados en el LFP corresponden a 597 eventos, con un pico en 40 10 ms.
En MUA, en cambio, los eventos detectados descienden a 414, pero presentan un pico en la
misma ubicacién que el histograma del LFP. La muestra de datos correspondiente al LFP presenta
un valor medio de 34 + 14 ms, con una mediana de 38 ms. La muestra de valores detectados
en MUA se agrupan alrededor de 34 + 13 ms, con una mediana de 37 ms. Por lo tanto, las
distribuciones tampoco pueden ser discriminadas con una prueba de Kolmogorov-Smirnov de
dos muestras (p = 0,19). Adicionalmente, la ocurrencia de este pico coincide con el pico en las
sefiales promediadas.

Estos resultados terminan por establecer la correspondencia entre los LFP medidos en
HVC y la actividad neuronal en el nicleo, dado que reportan instancias equivalentes en la
respuesta. Para que esto suceda, el perfil de actividad debe contener la actividad sincronizada de
multiples neuronas que generen estos patrones de respuesta. Es notable que la respuesta emerja
de manera tan clara a partir del promediado, incluso al tratarse de silabas que pueden variar en
su duracién (ver, por ejemplo, la dispersién en términos de la ubicaciéon del pico maximo en las
sefiales de sonido, o la dispersién de tiempos de finalizado de silaba en las silabas del tipo PO
superpuestas). Lo que es interesante, adicionalmente, es que tanto para el caso de silabas P0
como P1 las instancias se agrupen tan claramente en algunas instancias especificas, incluso
cuando los datos provienen de distintas aves, distintos sitios en HVC y hasta de distintos
hemisferios cerebrales. De esta manera, estos datos estdn mostrando evidencia indirecta de las
instancias motoras propuestas para la produccion de estas silabas por el modelo circular.

Dada la dispersién de los datos y el corto intervalo intersildbico para silabas del tipo P1,
no es del todo claro si la respuesta estd agrupada en un entorno del final de las silabas, los
silencios intersilabicos, o el comienzo de la siguiente silaba. Si es claro, sin embargo, que esta
oscilacién mantiene una fase definida en cada caso, y que en los datos explorados hasta ahora
no se encontré que esa fase cayera en alguna instancia en el medio de la silaba P1. Dada la
correspondencia entre el LFP y la actividad conjunta de multiples neuronas, es de esperar que
neuronas individuales en HVC sigan este mismo comportamiento.

Para las silabas PO, las instancias estin mas concentradas en la cercania del inicio de la
silaba, habiendo una probabilidad casi nula de ocurrencia en la segunda mitad de la silaba
(lo que corresponde a unos 150 ms). La presencia de un doble pico en la actividad cuya distancia
es del orden del intervalo que existe entre el comienzo del primer pulso de alta frecuencia y la
parte tonal de la silaba es sugerente de que se podrian estar codificando estas dos instancias en
la respuesta. Adicionalmente, normalizar los tiempos de los eventos detectados resulta en una
mayor dispersién en los histogramas de eventos. Al normalizar los tiempos de esta manera, sin
embargo, también se afiade mayor dispersion al intervalo entre la primer nota y el comienzo de

la segunda parte de la silaba, lo cual puede estar indicando que la preservacion de esos tiempos
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es importante en la codificaciéon de la silaba. En efecto, se mostré que, desde la perspectiva del
modelado, la disrupcién de los tiempos asociados con el pulso de actividad en HVC resulta en
el rompimiento sildbico en la region del gesto motor correspondiente al silencio entre la primer

y segunda nota de la silaba del tipo PO (Alonso et al., 2015).

5.3.D. Sincronizacién de multiples unidades en HVC

Para finalizar la caracterizacion de la respuesta obtenida y proporcionar evidencia adicional
de que el potencial de campo esta relacionado con la actividad de neuronas en instancias es-
pecificas en la codificacién del canto en HVC, en esta dltima parte se muestran los resultados
obtenidos hasta el momento para la actividad de neuronas individuales aisladas en los registros.

En el procedimiento de clasificacién de espigas, para cada protocolo se obtuvieron multiples
grupos neuronales, de lo cual se muestra un ejemplo en el que se logré aislar un gran name-
ro de grupos (29 grupos, putativamente correspondientes a unidades distintas) en Figura 5.11.
Para los protocolos que se logré obtener grupos bien separados, sélo un porcentaje presentaron
respuesta al canto propio. Como medida estimativa, sobre un conjunto reducido de protocolos
en los cuales se pudieron aislar neuronas de manera satisfactoria y con respuesta al estimulo,
se tiene que aproximadamente el 5%-10% de los grupos detectados inicialmente presentan
respuesta al canto (por ejemplo para los grupos mostrados en Figura 5.11, se tuvo que sélo 3 de
ellos presentaron respuesta al canto propio).

Para las silabas del tipo PO, se lograron aislar miltiples grupos en los distintos protocolos
medidos. El primer ejemplo de esto corresponde a un protocolo en el cual se pudieron separar
satisfactoriamente seis grupos. En Figura 5.12 pueden verse los resultados agrupados. En (a), el
panel superior es la sefial del canto presentado durante el protocolo experimental al animal anes-
tesiado. El panel siguiente corresponde al LF Py, para ese protocolo. En los paneles intermedios,
los histogramas de actividad dependientes del tiempo promediados en ensayos corresponden al
andlisis de la actividad de cada uno de los grupos neuronales mostrados a la derecha en (b),
con el mismo cédigo de colores. Notar la presencia de una gran excitacién en el comienzo del
canto, seguida de un patrén de actividad particularmente marcado en respuesta a silabas del
tipo PO (como en los resultados mostrados en Resultados agrupados (Subsecciéon 4.3.G)). El his-
tograma de color negro (marcado como “SUMA”) es la actividad sumada de todos los grupos
neuronales, mostrando que las instancias robustas de activacion en el histograma de actividad
sumada son similares a las encontradas para cada grupo individual. Notar, adicionalmente, que
existe distinto nivel de actividad basal en los distintos grupos, y que el primer grupo (en celeste)
presenta disparos selectivos en sélo una frase de silabas P0O. La amplitud maxima mostrada en
cada panel fue ajustada para mostrar el perfil de cada respuesta en detalle.

En el panel inferior se muestra el perfil de actividad MUA que fue objeto de anélisis durante
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Figura 5.11: Determinacién de multiples grupos en un registro. Captura de pantalla del resultado de un
proceso de agrupamiento de espigas, luego de la etapa automatica y supervisién manual. Cada espiga de
forma y amplitud distinta se considera putativamente una neurona distinta luego de analizar los autoco-
rrelogramas y correlogramas cruzados entre los grupos. Como punto de partida, espigas de amplitud y
forma distinta en distintos canales de la sonda indican un alto grado de probabilidad de que las espigas
correspondan a potenciales de accién emitidos por distintas neuronas. Notar que los grupos de espigas
estan presentes en distinto niimero de canales y cubren una amplia zona de la sonda (17 canales).

este capitulo. Observar la presencia de las instancias robustas de activacién en MUA y SUMA.
Ambos perfiles de actividad estan reportando las mismas caracteristicas en la respuesta. Notar,
adicionalmente, la presencia de un pico de actividad en la transicién entre 2 frases cerca del
comienzo del canto. En (b) se muestra una superposiciéon de una muestra tomada al azar para
cada grupo de las espigas que lo componen (se muestra sélo la forma de la espiga en el canal
de maxima amplitud para cada grupo). La lista de ntiimeros a la derecha indican la presencia
de ese grupo en el canal de registro en la sonda (ver esquema a la derecha). Para uno de los
grupos, se muestra cémo cambia la forma de la espiga en los distintos canales en la sonda. Una
cuantificacién de la robustez de las instancias observadas en MUA y a nivel de la actividad de
neuronas individuales, asi como los resultados encontrados hasta el momento para los distintos

tipos sildbicos se detalla en la siguiente seccion.

5.3.E. Actividad de neuronas tnicas

En la seccién anterior se mostré la sincronizacién en la respuesta de distintas neuronas en

un mismo protocolo. En esta seccién se muestran resultados de distintos protocolos que re-
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Figura 5.12: Grupos detectados para un protocolo y su perfil de actividad. (a) Panel superior: sefial co-
rrespondiente al canto del ave. Paneles intermedios: histogramas de actividad promediados en ensayos
para los grupos neuronales mostrados a la derecha (codificados por color). El perfil “SUMA” corresponde
a la suma de los histogramas de los grupos analizados, mientras que el perfil “MUA” (panel inferior)
corresponde al perfil de la actividad conjunta de todos los eventos neuronales que superaron un umbral
(y fue el objeto principal de estudio en este capitulo). Notar la similitud entre los perfiles de actividad de
las distintas neuronas, y entre SUMA y MUA (para mads detalle, ver texto). (b) Superposicién de espigas
de cada grupo. Las espigas mostradas fueron extraidas de los canales de méxima amplitud para cada
grupo; para uno de ellos se muestra el detalle de la variacién espacial en la sonda. La lista de ntiimeros a
la derecha de cada grupo indica el canal en el que los eventos fueron detectados, dando una medida de la
extensién de cada grupo en la sonda. Como puede verse a partir de las posiciones de los distintos picos
de los histogramas en cada caso, la actividad neuronal estd sincronizada temporalmente (disparando en
instancias especificas del canto) y espacialmente (neuronas en distintos lugares de la columna muestreada
en el ntcleo HVC).
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Capitulo 5. Relacion del LFP con la actividad de neuronas en HVC

cuperan, a nivel individual, caracteristicas de las respuestas medidas a nivel del LFP y de la
actividad conjunta de muiiltiples unidades ya analizados, proveyendo evidencia adicional de
la relacion entre el LFP y la actividad de neuronas individuales en HVC. Aunque un analisis
robusto de estas predicciones requiere de la actividad de un mayor ndmero de neuronas, los
ejemplos particulares que se muestran en las siguientes sub-secciones corresponden a la eviden-
cia experimental hallada hasta el momento. El andlisis se focaliz6 en silabas del tipo PO, ya que
como se vio hasta el momento, estas silabas maximizan las diferencias entre las predicciones de

la “hipétesis del reloj” y el modelo circular.

Pulsatiles (P1b)

» La existencia de rafagas breves de actividad al comienzo de un pulso espiratorio del tipo

pulsatil.

Esta fue una de las predicciones del modelo mostradas en la introduccién. En Figura 5.13
se muestran los resultados obtenidos para un grupo bien separado en un protocolo analizado
(Csb039-VioAma). Para las subfiguras (a-c), la organizacién es la siguiente: panel superior, so-
nograma del estimulo presentado; panel medio: histograma de la respuesta para los 20 ensayos
de presentacion del estimulo, tamafio de columnas temporales: 25 ms; panel inferior: los eventos
detectados en la respuesta para este grupo luego del proceso de clasificacion de espigas. En este
altimo panel, cada linea vertical roja corresponde a la ocurrencia de una espiga (potencial de
accion medido de manera extracelular). El eje vertical representa el nimero de ensayo, y el eje
horizontal el tiempo. En (a) se muestra la respuesta al canto propio del ave. Notar que existen
instancias marcadas de excitacién (los 3 picos en el histograma de actividad), que surgen de
eventos de disparo alineados para distintos ensayos. Durante el resto del tiempo, esta neurona
presenta una baja tasa de actividad basal. Cada uno de los picos de excitacién ocurre en la cer-
cania del comienzo de una frase de silabas pulsatiles. Los asteriscos coloreados marcan estas
instancias, cuyo detalle puede verse en (f). Notar adicionalmente que esta neurona presenta una
respuesta selectiva, dado que no presenta instancias de disparo similares durante presentaciones
del canto de un macho adulto conespecifico (b, CON) o el canto propio en reversa (c, REV). En
(d) se muestran superpuestas y alineadas al evento central 500 espigas tomadas al azar entre
las espigas del grupo. Las espigas mostradas corresponden a los canales de mayor amplitud en
los que se detectaron eventos de este grupo. Para cada canal, la linea naranja muestra la forma
promedio de espiga y las lineas grises muestran la banda de £=SD. El ntiimero de sitio mostrado
a la izquierda estd medido desde la punta de la sonda multielectrodo (sitio # 1 corresponde al
sitio mds profundo). En (e) se muestra el autocorrelograma normalizado del grupo, mostrando
una buena separacién (cuentas nulas cerca del origen significa que no hay contaminacién de mas

de una neurona en el grupo debido a que no se viola el periodo refractario). Adicionalmente,
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Figura 5.13: Disparo en los comienzos de una frase del tipo pulsatil (P1b). Ejemplo de la actividad
de una neurona aislada de un registro correspondiente a Csb039-VioAma. (a-c) Estudio de la respuesta
ante los estimulos presentados. La organizaciéon para las 3 subfiguras es la siguiente: panel superior,
sonograma del estimulo presentado; panel medio: histograma de 25 ms de la respuesta para los 20 ensayos;
panel inferior: eventos de disparo de la neurona clasificada; eje vertical: niimero de ensayo, eje horizontal:
tiempo. Notar la respuesta selectiva al canto propio, dada por los picos de actividad presentes en el
histograma. Los asteriscos marcan las 3 instancias de disparo de esta neurona durante el canto, detalladas
en (f). d) Superposicién de una muestra al azar de 500 espigas del grupo (alineadas al evento central).
Linea sélida: valor medio de las espigas del grupo; lineas grises, =5SD. Se muestran los sitios de mayor
amplitud para el grupo, y el niimero de sitio en la sonda se indica a la izquierda (sitio # 1 es el sitio méas
profundo).
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después de un periodo de aproximadamente 7 ms, el autocorrelograma disminuye, indicando
una baja actividad basal, como se ve de las respuestas analizadas en (a-c). Por dltimo, en (f)
se muestran ampliaciones de las instancias de disparo marcadas en (a). La neurona analizada
presenta especificidad de la instancia reportada (los comienzos de frases pulsétiles en el can-
to). Para silabas del tipo pulsatil, se tiene un ejemplo adicional de una neurona individual con
instancias de activacion en respuesta a estas silabas. Por este motivo, no se realizé un analisis
agrupado. Sin embargo, entre los resultados discutidos en EI LFP indica transiciones entre frases de
canto (Subseccion 4.3.C) y los ejemplos encontrados en neuronas individuales se tienen indicios
de que el comienzo de estas frases podrian, en efecto, estar siendo codificadas por las neuronas
de HVC.

Oscilaciones (P1)

= Para las silabas del tipo pulsétil y P1, puede existir un refuerzo periédico de la actividad

en HVC con cada silaba de la frase, ademds del pulso inicial.

Para silabas del tipo P1, las oscilaciones fueron descriptas a nivel del LFP en Capitulo 4
y a nivel de la actividad multiunidad. En Figura 5.14 se muestran los datos de una neurona
individual que presenta oscilaciones. La figura estd organizada como Figura 5.13, salvo que
en este caso se tiene una sola ampliacién de la actividad en f), correspondiente a la frase P1
a la cual responde esta neurona. Como en el caso anterior, la respuesta es selectiva al canto
propio y el grupo estd bien aislado observando el autocorrelograma. En la ampliacién en (f)
puede verse la naturaleza oscilatoria de la respuesta (patrén marcado de excitacién-inhibicién,
sincronizado en fase con las silabas P1). Las lineas punteadas marcan el fin de la inhibicién, y
puede observarse que la fase en la cual ocurren estos picos respecto del comienzo de la silaba
es aproximadamente constante durante la duracién de la frase. Adicionalmente, notar tanto
en (a) como en (f) la inhibicién post-respuesta que presenta la neurona. Como en el caso de las
pulsétiles, no se realizé un andlisis agrupado de respuesta debido a que no se lograron aislar

hasta el momento neuronas adicionales que respondan ante silabas P1.

Oscilaciones (P2)

= La existencia de rdfagas de actividad sincronizada bilateralmente, ocurriendo con un retra-

so de unas pocas decenas de milisegundos respecto del inicio de cada silaba P2.

En las silabas del tipo P2 también existen oscilaciones a la frecuencia sildbica, como pudo
verse en Figura 4.19 en Resultados agrupados (Subseccién 4.3.G). Sin embargo, no se realizé un
analisis de datos agrupados para estas silabas, debido a que los ejemplos de LFP encontrados

con respuesta robusta corresponden a frases P2 de un solo ave y, entre las silabas analizadas
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Figura 5.14: Disparo periédico en respuesta a una frase de silabas del tipo P1. Ejemplo de la actividad
de una neurona aislada de un registro correspondiente a Csb103-VeVio. (a-c) Estudio de la respuesta
ante los estimulos presentados. La organizaciéon para las 3 subfiguras es la siguiente: panel superior,
sonograma del estimulo presentado; panel medio: histograma de 25 ms de la respuesta para los 20 ensayos;
panel inferior: eventos de disparo de la neurona clasificada; eje vertical: niimero de ensayo, eje horizontal:
tiempo. Notar la respuesta selectiva al canto propio, dada por los picos de actividad presentes en el
histograma. Los asteriscos marcan las 3 instancias de disparo de esta neurona durante el canto, detalladas
en (f). d) Superposicién de una muestra al azar de 500 espigas del grupo (alineadas al evento central).
Linea sélida: valor medio de las espigas del grupo; lineas grises, =5SD. Se muestran los sitios de mayor
amplitud para el grupo, y el ntimero de sitio en la sonda se indica a la izquierda (sitio # 1 es el sitio méas
profundo).
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son las que presentan mayor variacion en términos de la estructura interna de cada silaba. En la
respuesta a nivel de neuronas tinicas también se observan este tipo de oscilaciones sincronizadas
en fase con la presentacién del canto. Un ejemplo aislado puede verse en Figura 5.15, con datos
correspondientes a un protocolo de un ave (Caa483-AmAm), para la cual no se tienen datos
medidos del LFP. La figura estd organizada de la misma manera que Figura 5.13 y Figura 5.14. La
neurona aislada es selectiva a presentaciones del canto propio y muestra respuesta s6lo durante
una de las frases del canto, correspondiente a una frase de silabas del tipo P2. Como puede
apreciarse, esta neurona también presenta una baja tasa de actividad basal y una respuesta del
tipo fasica, mostrando un patrén de excitaciéon bien marcado. En la ampliacién en (f) puede
apreciarse la presencia de un pico de actividad por cada silaba de la frase, retrasado respecto del

inicio de la silaba.

Silabas tipo PO

» La existencia de rdfagas de actividad sincronizada bilateralmente, ocurriendo con un retra-

so de unas pocas decenas de milisegundos respecto del inicio de cada silaba PO.

Las silabas del tipo PO presentan caracteristicas altamente estereotipadas entre los cantos de
distintos individuos. Para este tipo de silabas, ademads, se obtuvieron las respuestas de mayor
magnitud en el potencial de campo local, dada por los minimos de mayor prominencia en la
sefial (Capitulo 4). Adicionalmente, esto se reflejé en el disparo de potenciales de accién de
miltiples neuronas para cada protocolo (Capitulo 5), y en Subseccién 5.3.D se mostraron las
respuestas al canto propio de multiples neuronas aisladas para un protocolo, en las cuales puede
verse que la actividad estd altamente sincronizada para ciertas instancias significativas en el
registro. En Figura 5.16 se muestra un ejemplo de la actividad de una neurona bien aislada por
el algoritmo de clasificacién de espigas. Estos datos corresponden a Csb039-VioAma, un animal
distinto a los registros mostrados en Subsecciéon 5.3.D. En Figura 5.16 existe una leve respuesta a
silabas del tipo PO del canto conespecifico, pero esta respuesta es de menor amplitud que para
el canto propio. Adicionalmente de la baja tasa de disparo espontdnea y la buena separacion
mostrada en los autocorrelogramas, prestar atencioén a los detalles en (f), donde puede verse
que existe una instancia de activacién marcada cerca del comienzo de la silaba, pero luego la
actividad de la neurona es inhibida o regresa a la actividad basal antes de presentar otro pico de
activacioén al comienzo de la siguiente silaba P0.

En las silabas tipo P0 es donde mayor ntimero de unidades pudo aislarse correctamente (10
neuronas para los datos correspondientes a los animales cuyos protocolos fueron analizados en
Capitulo 4 y en este capitulo). Para el conjunto de neuronas aisladas (correspondientes a datos

de Csb103-VeVio y Csb039-VioAma), se realizé un andlisis agrupado de la respuesta, como se
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Figura 5.15: Disparo periédico en respuesta a una frase de silabas del tipo P2. Ejemplo de la actividad
de una neurona aislada de un registro correspondiente a Caa483-AmAm (animal para el cual no se tienen
datos del LFP). (a-c) Estudio de la respuesta ante los estimulos presentados. La organizacién para las 3
sub-figuras es la siguiente: panel superior, sonograma del estimulo presentado; panel medio: histograma
de 25 ms de la respuesta para los 20 ensayos; panel inferior: eventos de disparo de la neurona clasificada;
eje vertical: nimero de ensayo, eje horizontal: tiempo. Notar la respuesta selectiva al canto propio, dada
por los picos de actividad presentes en el histograma. Los asteriscos marcan la instancia de respuesta,
detallada en (f). d) Superposicién de una muestra al azar de 500 espigas del grupo (alineadas al evento
central). Linea sélida: valor medio de las espigas del grupo; lineas grises, £SD. Se muestran los sitios de
mayor amplitud para el grupo, y el niimero de sitio en la sonda se indica a la izquierda (sitio # 1 es el sitio
mds profundo).
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Figura 5.16: Disparo periédico en respuesta a una frase de silabas del tipo P0. Ejemplo de la actividad
de una neurona aislada de un registro correspondiente a Csb039-VioAma. (a-c) Estudio de la respuesta
ante los estimulos presentados. La organizacién para las 3 sub-figuras es la siguiente: panel superior,
sonograma del estimulo presentado; panel medio: histograma de 25 ms de la respuesta para los 20 ensayos;
panel inferior: eventos de disparo de la neurona clasificada; eje vertical: ntimero de ensayo, eje horizontal:
tiempo. Notar la respuesta selectiva al canto propio, dada por los picos de actividad presentes en el
histograma. Los asteriscos marcan las 3 instancias de disparo a frases del tipo PO de esta neurona durante
el canto, detalladas en (f). d) Superposiciéon de una muestra al azar de 500 espigas del grupo (alineadas
al evento central). Linea s6lida: valor medio de las espigas del grupo; lineas grises, £5D. Se muestran los
sitios de mayor amplitud para el grupo, y el nimero de sitio en la sonda se indica a la izquierda (sitio # 1
es el sitio mas profundo).
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muestra en Figura 5.17. Para representar la actividad promedio de cada neurona, se construyeron
histogramas de actividad y se aline6 la respuesta respecto al inicio de cada silaba de la frase.

La respuesta a cada frase fue normalizada por la cantidad de cuentas en el histograma, de
modo que la respuesta queda representada por la probabilidad de disparo de la neurona a lo
largo de las silabas en la frase. Por tltimo, se calculé la probabilidad promediada entre todas las
respuestas de todas las neuronas a partir de promediar estos histogramas. En Figura 5.17(a) se
muestran las sefiales de sonido normalizadas y superpuestas de las silabas PO correspondientes
a las frases en las que las neuronas aisladas presentaron respuesta. La linea sélida negra es la
envolvente promedio de las sefiales de sonido, también normalizada y verticalmente desplazada.
En (b) se muestra la probabilidad de disparo conjunta entre las 10 neuronas aisladas, construida a
partir del promedio de las probabilidades para cada caso individual, mostrado en (c). Cada linea
en (c) corresponde al histograma de respuesta promediado para cada frase, y a la izquierda la
etiqueta que indica el ave y el grupo neuronal que se estd analizando. Una etiqueta con doble
nuamero (p. ej., Csb039 - 123 365) indica la unién de dos grupos neuronales tras la etapa de
supervision manual en la clasificacién de espigas. Las respuestas, discretizadas en columnas
de 15 ms, se presentan con una escala de colores normalizada al pico maximo (ver escala a
la derecha). Notar que existe variacién en los tipos de respuesta: algunas neuronas presentan
un pico de activacién marcado y localizado temporalmente (por ej., Csb039-228), mientras que
otras presentan un pico de actividad y un decaimiento més lento, que hace que la actividad sea
maés dispersa durante la duracién de la silaba (por ej., Csb103—425). Es notable que los picos de
maxima actividad se presentan en instancias comparables para todas las neuronas analizadas,
lo cual resulta en una distribucién unimodal de la probabilidad promediada entre todas las
actividades.

Notar que ninguna neurona present6 un pico de actividad maximo para valores de tiempo
mayores a 100 ms respecto del inicio sildbico. En (d) se muestra el histograma representado en
(b), donde puede apreciarse un pico de activaciéon en 60 £ 30 ms, con una columna méxima en
45 — 60 ms. La cola de la distribucién hace que el valor medio esté corrido de este pico méximo, en
115 ms, con un desvio estdndar de 28 ms. La mediana de la distribucién, en cambio, es de 83 ms,
en mayor acuerdo con la instancia marcada por el pico de actividad. En (e) y (f) se muestran los
histogramas de eventos detectados por umbral como un pico méximo en MUA (e) y un minimo
en el LFP (f) (mostrados en Promediado en eventos (Secciéon 5.3.C)). Notar la similitud entre las
distribuciones, en particular para la ocurrencia del pico en los histogramas. Al comparar los
valores medios de las distribuciones con una prueba t de dos muestras, no puede rechazarse la
hipétesis nula de que estos valores sean comparables (p = 0,43 para la comparacién entre (d) y
(f) y p = 0,25 para la comparacioén entre (d) y (e)).

Lo que estos resultados muestran, en adicién a la actividad neuronal dada por un perfil

multiunidad, es que existe una relacién entre las instancias robustas medidas en el LFP y
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la actividad de neuronas individuales en HVC. Adicionalmente, el perfil de actividad MUA
reporta las mismas instancias de activacién, lo cual da cuenta de la actividad sincronizada de
multiples neuronas en la respuesta a este tipo de silabas. El histograma en (d) presenta un pico
de actividad en la cercania del inicio de la silaba, con un retraso por debajo de los 100 ms. En
términos de la envolvente promedio, y de la superposicién de silabas mostrada en (a), estas
instancias de activacion estdn en la cercania del inicio de la segunda parte del gesto motor en
POs.

De las predicciones realizadas por el modelo circular, la realizada sobre silabas del tipo PO
quizés sea la mds facilmente refutable. Esto se debe a que si la actividad de las neuronas en HVC
formaran la cadena de tiempo del canto, deberia ser relativamente sencillo obtener ejemplos de
instancias de activacion marcadas de neuronas de HVC distribuidos durante toda la duracién de
las silabas de este tipo, por ser las silabas més largas del repertorio de los canarios. Mientras que,
bajo la hipétesis del modelo circular de que en HVC hay codificada informacién sobre instancias
motoras especificas, la actividad deberia estar agrupada en rafagas de disparo cerca del comienzo
de la silaba. En los datos registrados y analizados hasta el momento, se observé el disparo
sincronizado de miiltiples neuronas a nivel individual, MUA y, como medida novedosa, a
nivel del LFP en un entorno de instancias motoras relacionadas con el canto. En otras palabras,
no se encontré nada similar a una distribucién uniforme en las instancias de respuesta en el
ntcleo neuronal HVC, en ninguno de los andlisis presentes en esta tesis. Esto es asi incluso con
datos de mudiltiples sitios en HVC, datos registrados en HVC izquierdo y derecho, y datos de
HVC de multiples aves.

Los resultados dados por las 3 distribuciones muestran que la actividad no estd uniforme-
mente distribuida a lo largo de la silaba (test de Kolmogorov-Smirnov contra una distribuciéon
uniforme, p = 5,4 x 10722 para los datos del LFP, p = 1,4 x 10~'* para los datos de los picos
detectados en el perfil MUA y p = 6,5 x 10-2* para los valores medios de la ubicacién del maxi-
mo de probabilidad de disparo que dan lugar al histograma en (b) y (d)). Esto estd en acuerdo
con las predicciones realizadas por el modelo circular, y rechaza la hipétesis del reloj. La res-
puesta auditiva en HVC constituye evidencia indirecta respecto de las instancias de actividad en
HVC durante la producciéon motora. Por este motivo, aunque estos resultados sientan una base
de resultados compatibles con las predicciones realizadas, una evaluacién mds profunda de las
predicciones necesitard estudiar la actividad mientras el animal estd cantando.

En estudios previos (Markowitz et al., 2015), se describié que la presencia de una actividad
ritmica en el LFP podria estar siendo generada por el disparo sincrénico de distintas subpo-
blaciones de neuronas del ntcleo. En los resultados aqui mostrados, se encontré la presencia
oscilaciones de la actividad e instancias de disparo sincrénico relacionadas con instancias moto-
ras. Sin embargo, el rol de las distintas corrientes sindpticas que generan este comportamiento

debe ser atin estudiado para establecer el rol de las distintas subpoblaciones neuronales de HVC.
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Figura 5.17: Actividad agrupada de 10 neuronas individuales separadas a partir del algoritmo de cla-
sificacién de espigas. Datos provenientes de protocolos de 2 aves distintas (Csb039-VioAma) y (Csb103-
VeVio), para un total de 20 instancias de respuesta a frases. (a) Sefiales de sonido superpuestas, correspon-
dientes a las silabas que generaron respuestas en neuronas de HVC como parte de los cantos presentados.
Las sefiales fueron normalizadas y se calcul6 la envolvente promedio (linea sélida en negro, desplaza-
da verticalmente). (b) Probabilidad promedio de disparo para todas las neuronas agrupadas, mostrado
con una escala de color normalizada al pico méaximo (escala mostrada a la derecha). (c) Histogramas de
actividad promedio para una frase, mostrados en escala de color. Los histogramas fueron computados
con columnas temporales de 15 ms y normalizados por la cantidad de cuentas en cada histograma para
poder promediar los datos entre distintas neuronas y generar el histograma de probabilidades mostrado
en (b). Cada histograma corresponde a una serie de datos en el eje horizontal. Una misma neurona pudo
presentar disparos a distintas frases de PO en el canto (indicado por dos lineas de datos consecutivas con
la misma etiqueta), y en los datos del mismo animal la respuesta de multiples neuronas puede ocurrir
para la misma frase, como mostrado en Subseccién 5.3.D. (d) histograma mostrado en (b) con escala de
colores. Notar que la probabilidad de disparo promedio presenta un pico marcado por debajo de los 100
ms, y luego un decaimiento progresivo de la actividad durante el resto del periodo intersildbico. (e) y (f)
son los histogramas de eventos detectados por umbral sobre las sefiales dadas por el perfil de actividad
MUA (e) y el LFP (f). Para la cuantificacién de la similitud entre las distribuciones, ver texto.
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El resultado de que los LFP en HVC capturan la actividad sincronizada de mdltiples neuronas
permite emplear esta medida de la actividad neuronal como indicadora de instancias robustas de
activacion en respuesta al canto en HVC. A futuro, seria de especial interés poder establecer es-
ta misma relacién en experimentos con animales comportindose. Esto, adicionalmente, podria
permitir estudiar la actividad en una escala macroscépica en distintos ntcleos en simultdneo, y
estudiar de esta manera como se relaciona la actividad entre las distintas zonas del cerebro a
partir de los LFP y no s6lo a partir de la actividad de neuronas individuales, como ha sido el
foco del campo hasta el momento. Estudiar la informacién en conjunto de la actividad neuronal
y el LFP puede aportar, adicionalmente, nuevas perspectivas respecto del rol de subpoblaciones

de neuronas en HVC en la codificaciéon del canto.

5.4. Discusiones

En este capitulo se profundizé el andlisis de los experimentos que dieron lugar en Capitulo 4
a la descripcion de la respuesta en términos del potencial de campo local o LFP. La motivacion
central de este capitulo fue estudiar la relacién de los LFP en el niicleo HVC con la actividad
de las neuronas del ntcleo. Al ser sefiales de mayor amplitud y representar el limite inferior en
términos de la banda espectral de los registros, los LFP no se atentian de manera tan pronunciada
en el medio extracelular como los potenciales de accién. Esto se debe a las propiedades de
filtrado pasa-bajos del medio extracelular (Bédard et al., 2006; Buzsédki et al., 2012). Por este
motivo, la relacién con la actividad en el nicleo podria, en principio, no ser ubicua: los LFP
podrian representar actividad a gran escala no correlacionada directamente con las neuronas en
el mismo volumen, e incluso podria tratarse de una onda viajera de actividad, como ha sido
descripto en otros sistemas animales (Lubenov & Siapas, 2009; Zanos et al., 2015).

La caracterizacion realizada en este capitulo, sin embargo, muestra evidencias de que los LFP
analizados en el capitulo anterior estdn intrinsecamente relacionados con la actividad de las
neuronas en el volumen estudiado. Establecer esta relacion fue crucial para poder interpretar
los resultados obtenidos y la relevancia del LFP en la codificacién neuronal del canto. En este
capitulo, la comparacién entre el LFP y la actividad neuronal se establecié a través de distintas
etapas de andlisis. El primer desafio fue obtener un observable a partir de los registros que
permitiera evaluar la actividad de las neuronas en una escala similar a la del el potencial de
campo local. Esta medida estuvo dada por el perfil de actividad multiunidad (MUA), recuperado
de las sefiales de datos sin procesar a partir de un filtrado pasa-altos y de la deteccién de los
eventos neuronales en el registro. Como los LFP,;, estudiados en Capitulo 4, el perfil MUA
también fue una medida promediada en los ensayos de presentacién del canto. De esta manera,
ambas medidas recuperan, en distintas componentes de la sefial, la respuesta emergente entre

todos los ensayos.
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Las primeras cuantificaciones mostradas en este capitulo correspondieron a la evaluacién de
la extension y correlacion espacial de la actividad entre distintos canales. Como se mostr6, la
distancia de correlacion para el LFP fue mayor que para el caso de la actividad medida a partir
de los perfiles MUA, con valor promedio de 385 + 125 um para el LFP contra 285 4 50 pum para
la actividad MUA. A pesar de la mayor extensién en el LFP, este andlisis mostré que existe una
co-localizacién y co-variaciéon de la amplitud de las sefiales, dando asi los primeros indicios de
que la actividad medida en el LFP tiene su correspondencia con la actividad sincronizada de
multiples neuronas.

Mas atn, el anélisis de la actividad neuronal provisto por los perfiles MUA permitié recu-
perar cada uno de los resultados obtenidos para el LFP en el capitulo anterior. En particular, se
vio que existen segmentos en los cuales la correlacion temporal entre las sefiales es significativa.
En primer lugar, se mostr6é que a nivel de la actividad multiunidad también se encuentran ins-
tancias correspondientes a las transiciones entre frases. Estas instancias, de gran interés debido
a la estructura del canto de los canarios, surgen entonces de la actividad sincronizada de las
neuronas en la region explorada del niicleo HVC. Adicionalmente, también se recuperaron las
oscilaciones observadas en el LFP a partir de los perfiles MUA, con ejemplos para los distintos
tipos silabicos del repertorio de cantos de canarios. A pesar de que se ha propuesto que HVC (en
diamantes mandarines) no tiene una organizacién topografica y que sus neuronas forman redes
interconectadas que tienen la representacion de multiples silabas del canto (Peh et al., 2015),
resulta curioso que existen frases de canto para las cuales no se registr6 respuesta alguna.

Como en el LFP, el perfil MUA también reporté el agrupamiento de instancias marcadas de
excitaciéon en un entorno de instancias de codificacién motora. En particular, se evaluaron datos
agrupados de dos tipos sildbicos: las silabas tipo P1 y las PO, que constituyen el marco de mayor
relevancia en términos de estudiar las predicciones del modelo circular. Tanto para ejemplos
particulares, como para los datos agrupados de todas las instancias de respuesta observadas
para estos dos tipos sildbicos, se encontré que el LFP y la actividad MUA presentan las mismas
caracteristicas de codificaciéon en la respuesta. Para silabas del tipo P1, los picos de activaciéon
y los minimos del LFP coinciden de manera robusta, con una actividad que en términos del
modelo circular puede interpretarse como un refuerzo periédico para la generacion de los gestos
de presién (Alonso et al., 2016).

El resultado maés robusto viene de la mano de las silabas del tipo PO, para las cuales en las res-
puestas de multiples animales se observo actividad en la cercania del inicio sildbico, con minimos
del LFP y maximos de la actividad MUA agrupados en las mismas instancias. El agrupamiento
de datos provenientes de distintos animales es un resultado directo de la estrategia del cam-
bio de especie, debido a que los gestos motores subyacentes para los distintos tipos de silabas
pueden ser clasificados en cuatro grandes familias que comparten caracteristicas cualitativas.

La relacién hallada entre LFP y actividad MUA tiene serias implicancias para el estudio de
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la codificacién neuronal del canto en el ntcleo HVC. En primer lugar, marca la existencia de
patrones de actividad con una caracteristica no descripta anteriormente; lo que estos resultados
muestran es que a nivel de actividad multiunidad y del LFP existe una actividad periodica
para cada silaba en el interior de una frase. El origen de esta oscilacién requiere considerar el
tipo de poblaciones neuronales que podrian estar impulsandola. En diamantes mandarines, las
oscilaciones a nivel de los LFP medidos en rebanadas in vitro estd influenciada por la interacciéon
de la actividad de excitacién e inhibicién (Solis & Perkel, 2005). En este trabajo, los autores
reportaron la presencia de patrones fésicos de inhibicién a las neuronas excitatorias que, a su
vez, generan un patrén de excitacién estereotipado. Un estudio in vivo mostré que este es el caso
para un tipo de oscilaciones observadas, conformadas por la actividad excitadora de neuronas
proyectoras (posiblemente a drea X) e interneuronas en el ntcleo HVC, disparando en distintas
fases de un ritmo de 30 Hz (Markowitz et al., 2015). El rol de la interaccién balanceada de
excitacion e inhibiciéon también ha sido propuesto en otros sistemas (Buzséki et al., 2012). Este
estudio previo no discutié respecto de los tiempos de disparo de las neuronas proyectoras al
nucleo RA (involucradas en la produccién de los comandos motores). En diamantes mandarines,
las neuronas proyectoras al nticleo RA disparan una tinica rafaga precisa de actividad del motivo
del canto, mientras que las neuronas proyectoras a drea X pueden mostrar rafagas en mas de una
instancia a lo largo del canto (Hahnloser et al., 2002; Mooney, 2000).

La principal diferencia con el caso de canarios es que las multiples rdfagas que terminan
formando una oscilacién en la respuesta ocurren de manera ritmica y con una fase especifica
en el interior de cada frase, donde las unidades del canto (silabas) comparten similitudes en el
gesto motor. Por este motivo, no puede descartarse que el fenémeno observado en diamantes
mandarines de una tnica instancia de disparo por parte de las neuronas proyectoras a RA se
vea reflejado como multiples disparos especificos ante la repeticion de silabas en el caso de los
canarios. Por ejemplo, para un caso aislado de respuesta ante silabas del tipo P1, se encontré que
la respuesta de la neurona estuvo confinada sélo a una frase del canto, por lo cual es posible que
s6lo esté involucrada en la codificaciéon de las silabas de esa frase (una “instancia” dentro del
canto). En cambio, si en vez de ser neuronas proyectoras a RA resultara que son las proyectoras
a drea X las involucradas en estas oscilaciones, entonces el rol de una sefial como la medida a
nivel del LFP podria, en principio, representar la modulacion de la actividad transmitida por el
niicleo HVC hacia la via del prosencéfalo anterior, como parte del procesamiento de la respuesta
auditiva (Doupe & Heisenberg, 2000).

A futuro, es necesario poder discernir la identidad de las neuronas que influyen a las oscila-
ciones en término de sus proyecciones utilizando técnicas de identificaciéon como la estimulaciéon
antidromica. Esta informacion resulta crucial para poder interpretar con mayor precisién los
resultados hallados.

A pesar de esta dificultad, cabe remarcar que la actividad no estd uniformemente distribui-
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da, lo cual desafia enormemente a la cldsica hipétesis del reloj, la cual predice que la actividad
del nucleo telencefdlico HVC consiste en una representacién continua, conformando la cadena
del tiempo del canto. Para profundizar atin mds este resultado, se aislaron de los registros neu-
ronas individuales que presentaron respuesta a silabas del tipo P0. En las neuronas individuales
estudiadas hasta el momento, se observé el mismo fenémeno de agrupamiento en términos de
una instancia en la cercania del comienzo de la silaba. Este fendmeno resulta sorprendente, dado
que si la hipétesis del reloj fuera cierta, deberia ser relativamente sencillo encontrar multiples
neuronas cuyos picos de actividad estuvieran distribuidos durante toda la duracién de las sila-
bas, en particular para las PO que presentan un periodo sildbico de 350-400 ms. Ninguna de las
neuronas registradas presenté un pico de actividad maés alld de los 100 ms respecto del inicio
sildbico y, como se vio en la seccién anterior, al agrupar los datos de las multiples neuronas
individuales se recupera un resultado compatible con lo observado a gran escala en el LFP y en
la actividad MUA.

En conjunto, los resultados de este capitulo y el anterior permiten establecer al LFP en el
ntcleo HVC como una medida relevante a escala mesoscépica, que reporta la codificacion de
instancias relacionadas con los disparos de multiples neuronas de manera sincronizada. Esto
abre numerosas posibilidades a futuro. Estudios de los LFP en animales cantando puede pro-
veer mayor intuicién respecto de algunas caracteristicas de la respuesta observada en animales
anestesiados. Por ejemplo, si la fase respecto del inicio sildbico en que se encuentran los picos
de activaciéon se mantiene o si la respuesta auditiva estudiada tiene un retraso adicional. Adi-
cionalmente, los estudios en animales cantando también pueden valerse de la medida del LFP
para realizar registros neuronales en multiples nticleos neuronales en simultdneo. Por tltimo,
este tipo de registros, de la mano de modelos de baja dimensién como el modelo circular pueden
representar un cambio de paradigma en cémo se aborda el problema de la codificacién sensori-
motora. Las neurociencias pueden valerse de medidas de actividad a gran escala y del modelado
de baja dimensién. Las predicciones realizadas con estos modelos son contrastables, marcando el
camino a trazos gruesos que permite luego estudiar la actividad al nivel de detalle de neuronas
individuales. El camino inverso, en cambio, ha demostrado ser confuso, haciendo que la discu-
sién sobre el funcionamiento del ntcleo esté dada por la extrapolacion de la actividad medida de
unas pocas neuronas. El LFP, en este caso, puede demostrar ser el eslabon faltante de la cadena
entre la visioén clasica dada por la descripcién de las neuronas individuales y el comportamien-
to macroscépico (el canto), que requiere de la coordinacién de multiples sistemas sensoriales y

motores.
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CAPITULO

Conclusiones

El trabajo contenido en esta tesis consolida el comienzo de nuevas lineas experimentales en
el Laboratorio de Sistemas Dindamicos (DF, FCEyN, UBA). Mi perspectiva en el estudio de la
codificaciéon neuronal del canto en aves tiene como objetivo principal dilucidar la relacién entre
la actividad en distintas zonas del cerebro y las instrucciones motoras que impulsan el compor-
tamiento a nivel de la biomecénica del 6érgano fonador. En esta direccién, los experimentos de
electrofisiologia en aves anestesiadas proveen una poderosa herramienta para estudiar la codifi-
cacién neuronal del canto.

El diamante mandarin es una de las especies mds ampliamente utilizada en este tipo de
estudios, debido a su canto altamente estereotipado durante la vida adulta y a la facilidad de
utilizacién como animal de estudio, entre otros motivos. En el estudio de la arquitectura conocida
como el “sistema neuronal del canto” (conjunto de ntcleos dedicados al aprendizaje, produccion
y mantenimiento del canto adulto), el nticleo neuronal HVC presenta oportunidades tinicas para
abordar problemadticas de codificacién sensorimotora. Esto es debido a que éste es un ntcleo
neuronal necesario para la producciéon del canto pero que también recibe entradas auditivas
altamente procesadas (ver Circuito neuronal del canto (Seccién 1.6)).

En los experimentos mostrados en Capitulo 2 y Capitulo 3 se trabajé con diamantes mandari-
nes como modelo animal. En la biasqueda de las estrategias de codificacién del comportamiento
a nivel del sistema nervioso central (SNC) se plante6 un paradigma experimental a partir de es-
tudiar la respuesta relativa en neuronas selectivas de HVC ante variaciones del canto natural del
ave. En Capitulo 2, se estudiaron las respuestas de neuronas del niicleo HVC ante presentaciones
de canto sintetizado por un modelo de baja dimensién para la produccién vocal, mientras que
en Capitulo 3 se estudiaron las respuestas a cambios en la envolvente del canto.

En el primer conjunto de experimentos se encontré6 que una automatizacion del proceso de

ajuste de los pardmetros de un modelo de fonacién de baja dimension fue capaz de sintetizar
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cantos lo suficientemente realistas como para generar respuesta en las neuronas altamente selec-
tivas de HVC (Boari et al., 2015). Cabe resaltar que este método provee una herramienta para
generar de manera automaética canto de aves sintético, habiendo probado su relevancia biolégica
(dada por la respuesta similar de neuronas altamente selectivas al canto propio del ave). Atin asi,
la amplitud de la respuesta fue menor, indicando que es posible que el modelo no fuera capaz
de capturar todas las caracteristicas actsticas del canto natural. Esto motivé un segundo estudio,
en el cual se plantearon modificaciones de manera sistemadtica a la evolucién temporal de la en-
volvente del canto. Inspirado en las asimetrias marcadas en las envolventes de silabas en cantos
naturales, la hipdtesis de este segundo trabajo (Boari & Amador, 2018) fue que esta caracteristica
actstica podria ser relevante en la codificaciéon de la identidad del estimulo en el cerebro de las
aves (los experimentos en Capitulo 3). En ese trabajo, se encontraron variaciones en la respuesta
de las neuronas selectivas al canto propio en HVC. Estas variaciones fueron principalmente en
la amplitud de la respuesta, pero manteniendo similitudes con el patrén de actividad respecto
del canto propio. Esto se debe, probablemente, a que el canto modificado mantuvo la evolucién
temporal del espectro, y esto es una propiedad codificada por estas neuronas.

Concurrente con estas lineas de trabajo, se establecié un debate sobre el rol de las neuronas
de HVC en la codificacién del canto, del cual emergieron dos visiones posibles del sistema motor
del canto (ver Capitulo 1). En la visién establecida del funcionamiento del nticleo HVC (la llama-
da “hipétesis del reloj”) se propone que este ntcleo es el responsable de codificar cada detalle
de la actividad motora, con neuronas que disparan de manera continua en rafagas de 10 ms dis-
tribuidas de manera uniforme a lo largo del canto. En otras palabras, segtin esta visiéon HVC no
codifica informacién motora correlacionada con el comportamiento, sino que seria el responsable
de mantener la “cadena de tiempo” del canto (Fee et al., 2004). Por otro lado, en (Amador et al.,
2013) se mostré que existen rafagas de disparo en la actividad de HVC que ocurren con mayor
probabilidad en las transiciones de gestos motores, lo cual plantea una diferencia fundamental
en la codificacién neuronal del canto respecto de la “hipétesis del reloj”. Tras la observacion
de que la actividad en el ntcleo HVC no esta distribuida de manera homogénea a lo largo del
canto sino en instancias significativas, cobré relevancia la “hipétesis de transicion de gestos”,
representando asi una visién alternativa para el rol de las neuronas del nicleo HVC. Como se
discuti6é en Capitulo 1, la nocién de que HVC forma parte de una red distribuida responsable
por la codificacién temporal del canto también surge de trabajos que retomaron los experimen-
tos de enfriamiento de HVC que dieron soporte a la hipétesis del reloj en primer lugar (Long
& Fee, 2008). Tanto en (Goldin et al., 2013) como en (Hamaguchi et al., 2016) se tienen ejemplos
de evidencias experimentales que no pueden ser explicadas a partir del modelo “de arriba hacia
abajo” planteado por la hipétesis del reloj. Adicionalmente, en (Okubo et al., 2015) se muestra
que para diamantes mandarines juveniles, las neuronas disparan al inicio de las proto-silabas,

proveyendo evidencia adicional de la codificacién neuronal de gestos.
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Desambiguar esta cuestion no es tarea sencilla. Por un lado, el canto del diamante mandarin
presenta un motivo de canto corto (del orden de 1.5 s, ver Figura 1.1), asi como un gran ntimero
de transiciones a lo largo del canto. Por este motivo, el debate entre las visiones dadas por la hi-
potesis del reloj y por la hipétesis de transicion de gestos no estd resuelto en la literatura. Aunque
evidencias experimentales recientes intentan mostrar que en diamantes mandarines existe una
cadena del tiempo en HVC (Lynch et al., 2016; Picardo et al., 2016), los cantos estudiados son tan
complejos y con tanta densidad de transiciones de gestos (GTEs), que es imposible desambiguar
entre ambos modelos. Adicionalmente, en los cantos més sencillos reportados en esos trabajos se
observan heterogeneidades de la actividad de las neuronas proyectoras de HVC en la cercania
de inicios y finales de silabas, un subconjunto de las transiciones de gestos (GTE) propuestas a
partir de los trabajos en (Amador et al., 2013; Boari et al., 2015). Debido a la complejidad de su
canto, el diamante mandarin no resulta ser la especie adecuada para resolver este problema.

Por los motivos antedichos, la propuesta en la segunda mitad de la tesis consistié en un
cambio de modelo animal. La justificacién del cambio hacia los canarios domésticos tiene sus
raices en una perspectiva neuroetolégica: el canto en esta especie presenta bondades respecto a
los diamantes mandarines para la pregunta que se quiere abordar. En particular, la distribuciéon
de transiciones de gestos a lo largo del canto de los canarios presenta una distribucién hetero-
génea que aporta un marco muy claro en el cual poner a prueba las predicciones del modelo
circular. Dentro del repertorio del canto de los canarios, existe un tipo sildbico que resulta de
particular interés en esta linea de pensamiento. Las silabas del tipo PO, (ver EI canto de los canarios
(Subseccién 4.2.A)) son de larga duraciéon (aprox. 350—400 ms) y presentan un reducido niimero
de instancias de transiciones entre gestos. Las instancias relevantes consisten en la articulaciéon
de una primer nota de alta frecuencia fundamental y contenido espectral pero de poca duracién
contra una segunda parte que presenta una frecuencia fundamental estable, representando un
sonido tonal en una escala de aprox. 150-200 ms. En estas silabas de larga duracién, el modelo
circular predice la presencia de una instancia de activacién robusta en la actividad del ntcleo
HVC (ver Subseccién 1.7.A). Por lo tanto, el modelo predice la ausencia de instancias de activa-
cién marcada durante el resto de la silaba. Adicionalmente, la interpretacién de los resultados
de los estudios de la actividad de neuronas tnicas presenta la limitacién de inferir el comporta-
miento poblacional del ntcleo a partir de la medicién de un subconjunto reducido de neuronas.
Para aportar de otra manera al debate entre las visiones propuestas para el rol del ntiicleo HVC
en la codificacién del canto, se buscé estudiar la actividad neuronal a mayor escala.

Teniendo este marco, se realizaron registros de actividad neuronal en el nicleo HVC en ca-
narios anestesiados ante presentaciones del canto propio. La técnica de registros, aunque tiene
similitudes con lo presentado en Capitulo 2 y Capitulo 3, requiri6 de la puesta a punto de nue-
vas tecnologias. En estos registros se utilizaron sondas de silice con arreglos multielectrodo de 32

canales para medir la actividad del ntcleo en mdltiples sitios en simultaneo. Para poder realizar
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las mediciones, se utilizaron una nueva generacién de amplificadores electrénicos conectados a
placas de adquisicién multicanal. Una de las principales diferencias respecto de registros ante-
riores fue el énfasis realizado en la biisqueda de medidas de la actividad a nivel poblacional, sin
restringirse necesariamente a recuperar las trazas de actividad de neuronas individuales en el
ntcleo HVC. Por este motivo, se estudio el potencial de campo local dentro de HVC (Capitulo 4),
asi como su relacién con la actividad neuronal en el ntcleo (Capitulo 5).

Dados los cambios de especie y en la tecnologia de los registros, fue necesario llevar a cabo
una caracterizacién detallada de las mediciones. Por un lado, el registro de actividad multicanal
permitié estudiar la distribucién espacial de la actividad neuronal. De este anélisis se vio que
existe una escala de correlacién del orden de los cientos de micrones. El alto grado de correlacion
entre canales vecinos permiti6 reducir la dimensionalidad del analisis, por lo cual los fenémenos
descriptos para la respuesta al canto propio en Capitulo 4 y Capitulo 5 provienen del anélisis del
canal en la sonda que presenté maxima amplitud RMS.

En esta tesis se describié un comportamiento de sumo interés, que fue la presencia de instan-
cias en las que cobraron relevancia bandas de frecuencia en el LFP asociadas a la tasa sildbica de
distintas frases del canto del ave. Estas oscilaciones no perduraron en toda la presentacién del
canto, pero fueron un emergente robusto de los ensayos de presentacién del estimulo auditivo
en multiples sitios del nicleo HVC y en ambos hemisferios cerebrales. La informacién respecto
del LFP en HVC es escasa. Estudios previos han planteado la presencia de actividad ritmica en el
ntcleo, a partir de estudios in vitro en rebanadas del nticleo (Solis & Perkel, 2005) y en registros
in vivo en diamantes mandarines (Markowitz et al., 2015). Para esa especie, se encontré que el
nucleo HVC presenta un ritmo a 30 Hz. En Nif, un ntcleo de procesamiento auditivo que pro-
yecta a HVC, existen oscilaciones en el rango de los 90-150 Hz (Lewandowski & Schmidt, 2011).
Aunque no se plante6 la relacion entre la oscilacién a 30 Hz y la produccién del canto, cabe no-
tar que mds recientemente se ha establecido que la estructura interna del canto de los diamantes
mandarines presenta variaciones en la misma escala temporal (Norton & Scharff, 2016), por lo
cual las oscilaciones en diamantes mandarines y las descriptas en esta tesis pueden ser compati-
bles con cambios en la estructura temporal del canto en cada especie. La gran ventaja del trabajo
contenido en esta tesis es que se eligié trabajar con una especie en la cual el comportamiento
es ritmico. De esta manera, al elegir una especie apropiada, las caracteristicas de la codificaciéon
neuronal emergen més claramente.

Para dos tipos sildbicos en el repertorio de los canarios (silabas PO y P1), se encontré que las
instancias de respuesta en los LFP y en los perfiles de actividad conjunta de multiples unidades
estan codificando instancias significativas del canto. Para estas silabas, se mostré que los datos de
distintos animales se agrupan marcando una fase especifica de disparo respecto al inicio silébi-
co, lo cual puede relacionarse con instancias motoras relevantes. Los resultados hallados a nivel

del LFP fueron relacionados con la actividad conjunta de multiples neuronas en el nticleo HVC
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durante Capitulo 5, estableciendo asi una relacién entre ambas medidas de la actividad elec-
trofisioldgica en el ntcleo. Adicionalmente, se lograron aislar neuronas individuales de HVC,
representando de esta manera 3 escalas distintas en los registros (LFP, actividad MUA vy la acti-
vidad de unidades individuales). Para el caso de neuronas con respuesta a silabas del tipo PO se
encontraron rafagas de potenciales de accién en la cercania del comienzo sildbico, lo cual rechaza
la hipétesis del reloj y estd en acuerdo con las predicciones planteadas por el modelo circular.

Este resultado es de suma importancia, puesto que permite obtener una medicién de la ac-
tividad neuronal a gran escala sobre la cual interpretar la actividad de las neuronas del ntcleo.
De esta manera, el LFP se convierte en el eslabén intermedio entre el detalle obtenido a partir de
la actividad de neuronas individuales y la posibilidad de estudiar cémo se conjuga a gran escala
la actividad en los multiples nticleos neuronales responsables de la generacién del canto.

En conjunto, estos resultados - aunque proveen evidencia indirecta de la actividad en HVC
durante la produccién del canto - son compatibles con las predicciones realizadas por el modelo
introducido en Capitulo 1. De esta manera, los resultados obtenidos demostraron que el enfoque
planteado a partir del cambio de especie fue una herramienta de suma importancia para poder
contrastar las predicciones del modelo con datos experimentales. Hemos mostrado a lo largo de
Capitulo 4 y Capitulo 5 que en datos de miltiples animales se encuentran patrones de actividad
neuronal compatibles con la codificacién de instancias significativas del canto, rechazando asi
la hipétesis del reloj. Para obtener una validacién mds directa de las predicciones del modelo
circular, serd necesario el estudio de la actividad en los ntcleos, en particular HVC, durante la
produccién del canto. Estos experimentos estan siendo realizados actualmente en el laboratorio,
y forman parte del proyecto de doctorado de una compariera de trabajo (Cecilia T. Herbert).

Como nota final, los resultados de estos experimentos muestran que el modelado de baja
dimensién y la estrategia neuroetoldgica aportan un enfoque sinérgico, que permitié realizar
predicciones contrastables con la actividad en el nticleo HVC. Para esto, la eleccién de la especie
adecuada para contrastar las predicciones fue un paso crucial. No s6lo esto, sino que las medidas
de actividad a gran escala como el LFP, altamente subestimada en el campo de aves result6 ser
de suma relevancia, al poder relacionarse directamente con la actividad conjunta de multiples
neuronas en la misma regién. Por este motivo, el LFP representa un cambio de paradigma para
futuros estudios, dado que provee un marco mesoscopico en el cual interpretar la actividad de
neuronas individuales. En particular, dado que las instancias reportadas por el LFP resultan
estar relacionadas con la sincronizaciéon de actividad de multiples neuronas, esto convierte al
LFP en un candidato ideal para estudiar la actividad neuronal global de distintos nticleos en
simultdneo, y ayudar asi a contrastar con medidas experimentales las predicciones del modelo
circular respecto de la actividad de los distintos nticleos neuronales durante el canto. De esta
manera, el LFP puede ser una herramienta poderosa que ayude a construir un panorama de la

codificacion neuronal del canto a nivel macroscépico.
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CAPITULO
Apéndices

7.1. Sitios de penetracién en HVC

En este apéndice se deja registro de los sitios de penetraciéon explorados en HVC y que
corresponden a los protocolos analizados en Capitulo 4 y Capitulo 5. En Figura 7.1 se muestra
un esquema del campo visual durante la cirugia para cada animal, dando cuenta del marcador
anatémico utilizado de referencia para marcar las coordenadas estereotdxicas en HVC. En la
figura, cada simbolo corresponde a un animal distinto. Notar que existen animales donde se
logré medir actividad en HVC de ambos hemisferios, pero en otras sélo se tiene informacién de

un solo hemisferio.

7.2. Sondas de registro

Como referencia, se dejan las configuraciones de sondas de silice utilizadas (Neuronexus
A1x32) y (Neuronexus Alx32-Poly2). La principal diferencia entre estas sondas es la distribuciéon
espacial en los canales. Los datos correspondientes a dos protocolos de un ave (Csb253-AzuAma)
fueron registrados con la sonda A1x32-Poly2. Estos protocolos no fueron tenidos en cuenta en el
andlisis de la distribucién espacial desarrollado en Capitulo 5. Sin embargo, como el resto de los
andlisis se realizaron sobre los canales de maxima amplitud RMS, esos datos si fueron tenidos

en cuenta en el andlisis de la respuesta al canto.
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Figura 7.1: Esquema de sitios de penetracién en HVC explorados para cada animal. El “Punto Y” es el
marcador anatémico utilizado para marcar las coordenadas estereotdxicas de cada penetracién en HVC.
Cada sfmbolo corresponde a un ave distinta. En las ampliaciones se detallan las coordenadas exploradas
(medidas respecto del “Punto Y”. Notar que existen animales para los que se tienen protocolos medidos
en los niicleos HVC de ambos hemisferios, pero para otros se tienen datos s6lo de un hemisferio.
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7.2 Sondas de registro

775 um
775 ym

75 ym

Y 50 ym

Neuronexus Neuronexus
A1x32 A1x32-Poly2

Figura 7.2: Configuraciones de sonda multi-electrodo utilizadas en los experimentos de Capitulo 4 y
Capitulo 5. Ambos tipos de sondas son comerciales (Neuronexus) y presentan 32 canales para el regis-
tro de la actividad neuronal. Los esquemas de la sonda fueron extraidos del catdlogo de la compaiia,
disponible en www.neuronexus.com.
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