



































Capitulo 1: Introduccion genere

registran los movimientos que el animatransfiere a la esfera. Para el estudio de lagpuesta

de escape el estimulo visual mas utilizado es una representacion en 2D de un objeto que se

aproxima en trayectoria de colisién (denominado loomingQliva & Tomsic, 2012) En este
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dado (l) que se aproxima a velocidad constante (v). El uso de estimulo virtual (en

contraste con el uso de objetos reales) permite modificar facilmente variables tales como

velocidad, tamafio,-posicién, contraste del estimulopara poder realizar experimentos

donde se compara la respuesta a diferentes estimulos.
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Fig.1.3.En Ay B esquema general de la crabola. En A) renderizadadzbola con sus componentes. En este ai
se ve uno de los dos mouse (verde), la pelota y su cuenco (blancos), el cobertor que protegpolosnta
electronicos y simula ser el suelo (negro) y el brazo pescante de acrilico que toma al cangrejo por encima «
(conectado con una verilla al poste marron de la derecha). En B) esquema de la vista superior de la crabol
se disthguen ambos mouse (verde) y se ve la posicion de los cuatro monitores que se pueden utilizar. E
estimulo de looming en la crabola. C) Esquema general de un experimento de respuesta de escape en la
Esquema detallado del funcionamierde un estimulo de looming. Se detallan el tamafio del objeto virtual
tamafio del objeto en la pantallap{haia), €l tamafio angular del estimuld)( la distancia virtual del objeto en
momento dado (), la velocidad del objeto (v) y la distéa entre el ojo del cangrejo y la pantallajdantaia)-
Esquemas adaptados de Di@mastaving2020 (A'y B) y de Oliva & Tom&iel2 (C y D).
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Capitulo 1: Introduccion genere

EnOliva(2010) se realiz6 una descripcion detallada del comportamiento del animal en este
tipo de experimentos. Cuando el animal estd caminando sobre la crabola y se le presenta un
looming hay cuatro etapas comportamentales atamente distinguibles. Antes de la
expansién del looming y en los primeros instantes de expansion el animal sigue caminando.
Luego, la caminata eterrumpida, de acé en adelante referido como comportamiento de
freezing, para luego dar inicio al escapaumentando su velocidad conforme el estimulo se
expande (representando que el objeto se acerca) para finalmente, comenzar una
desaceleracion que inicia inmediatamente después de que el looming termind de
expandirse Fig.1.4). En el caso de que el cangref@mya estado inmdvil cuando se presentd
el estimulo, no hay caminata previa y en el periodo que corresponderia al freezing no
podemos distinguir si el animal estda inmovil porque esta realizando un freezing activo o

porgue esté ignorando al estimulo.

20 T ' T T 1 | T
P Antes de la expansion.
1 ~— Durante la expansion.
ooes JDIH * Despues de la expansion. |
c’ ‘
8 A
§ \ D
i E B |
9 \
[&] \
o ) 2
2 C F Cia
5 \\ \“. !
P PSS e %
0 5 10 15 20 25 30 35 40
&
)
E’ 50
2
g 0 - . - 1 L 1 ! . J
= 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (seg)

Fig.1.4. Etapas del escape delngrejofrente a un looming. En el panel de arriba se muestra un ejemplo de
respuesta de escape y se marcan las distintas fases comportamehtalegminata inicial (C), el freezing (F), el
escape (E) y la desaceledaciD). En el panel de abajo se muestralaio angular del looming durante el
experimento. Se marcan en color el periodo en el que el estimulo esta estatico en su tamafio inicial (azul),
de expansion (rojo) y el periodo final donde el estimulo esta estéatico en la maxima expansionAdegtajio de
Oliva 2010.
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Capitulo 1: Introduccion genere

Para @racterizar qué pardmetros delestimulo son los que el animal utiliza para decidir
cuando escapar y a qué velocidad se realizaron experimentos con loomings de diferentes
dindmicas. Se encontré que los animales inician el escape cuando el estimulo tiene un
aumento del tamafio angular de 7°, independientemente de otros parametros visuales del

estimulo como la velocidad y tamafio angulares inicial (Oliva & Tomsik012).

Los resultados de estos experimentos fueron utilizados para establecer un modelo
matematico que describe la velocidad del cangrejo (una vez iniciada la etapa de escape) en
funcion del aumento de tamafio y velocidad angular del estimulo. La descripciéon déadh

del comportamiento de escape en la crabola fue fundamental para entender qué parametros
de la imagen de un objeto que se acercan son tenidos en cuenta por el animal para decidir
el momento, la velocidad y lalireccién de suescape como astambién para identificar qué

neuronas podrian estar involucradas en su regulacion (detallado méas adelante).

La respuesta de escape a estimulos looming se estudia en otros modelos invertebrados,
cémo la langosta, la langosta de rio (crayfish) o la mosca de la frgte Vries & Clandinin,
2012; Hatsopoulos N. et al., 1995: Edwards et al., 1998n la langosta el escape se da con
un salto impulsado por las patas traseras, en la langosta de rio com coletazo que la aleja
(tailflip en inglés) y en la mosca medianteladespegue para volarEstos modelos presentan
una respuesta de escape balisticas decir que, una vez iniciada la respuesta, esta se ejecuta
en su totalidad.En el caso del cangrejo el escape esta bajo regulacidsual constante, en
todo momento los cantios enla velocidad o posicion @l estimulo generan ajustes en la

velocidad o direccién del escapéVedan et al., 2015; Oliva, 2010)

Para probar el control sobre la velocidad se realizaron experimentos dénde se presentaba
un looming al cangrejo, pero se detenia su expansiéon antes de que este llegue a su tamafio
final. Se demostré que durante el escape el cangrejo estd constantemente eaato al
estimulo y que en el momento en el que este detiene su expansién el animal empieza a frenar
(Fig.1.5 A). Para probar el control de la direccion se estimul6 al cangrejo sobre la crabola

con un objeto que se movia fuera de la trayectoria de colisibes decir quese movia
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Capitulo 1: Introduccion genere

tangencialmente, pasand@ unos centimetros del animaén su punto de la trayectoria mas
cercana Se observd que el cangrejo corregia la direccion del escape para que esta sea
siempre en direccion opuesta a la posicion en la que sacontrara el objeto Fig.1.5 B).
Cabe aclarar que este tipo de control direccional se observé en experimentos de lazo
abierto, donde al animal no se le permitia rotar, por lo que solo el mecanismo de control de
direccion traslacional del animal, pero ncel rotacional, se encontrabaperativo (Land &

Layne, 1995)

Mientras que, en modelos como la langosta, el crayfish la mosca de la fruta, el
comportamiento de escape implica componentes de movimiento en las 3 dimensiones, en
el cangrejo la respuesta consiste en desplazamientos en 2 dimensiones. Esto facilita
considerablemente el andlisis y la interpretacion de los sailtados. Ademas, la regulacién
constante de la respuesta en funcion de cambios de posicién y velocidad del estimulo lo
distingue de los otros modelos utilizados, haciendo que el cangrejo brinde oportunidades
singulares para estudiar la organizacién y el ontrol neural de los comportamientos de

evitacion de colisién de objetos
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Fig.1.5. A) Control de laelocidad de escape. Se muestra la velocidad de escape del cangrejo para un que s
a diferentes momentos de la expansion (Adaptado de Oli8)28) Control de la direcciéon de escape. Se mue
que frente a un estimulo de trayectoria tangencial que se mueve entre las posiciones P1y P2 (izquierda) e
corrige constantemente la direccion del escape (trazo rojo) para que esta seade EBposicion angular del
estimulo (trazo celeste).
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Capitulo 1: Introduccion genere

Neuronas gigantes de la |6bula en la respuesta de escape

En el sistema nervioso del cangrejo se pueden destacar tres grandes centros nerviosos: El
ganglio toraxico, el ganglio supraesofagico y los I6bulos 6épticos. Estos ultimestan
constituidos por un conjunto de regiones cerebrales ubicadagentro de cadapedidnculo
ocular, mientras que el ganglio sufraeofagico est4 sobre el es6fago en una posicién
anteroventral y el toraxico en posicion ventralen elcentro del animal (Fig.1.6). A grandes
rasgos, el ganglio toréxico tiene principalmente funciones motoras y vegetativas, el
supraesofagico motoras y sensoriales y los l6bulos 6pticos integran informacion sensari

de varias modalidades y tienen funciones endécringSandeman et al., 1993)

Supraesofagico
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Fig.1.6. A) Esquema del sistema nervioso del cangrejo. Se representa una vista dorsal de los principa
nerviosos detangrejo aislados, donde se destacan el ganglio toracico, los conectivos circumesofagicos (CC)
supraesofagico, el tracto protocerebral (TPC) y los I6bulos 6pticos. En los I6bulos 6ticos se detallan el pr
lateral (PcL), la lI6bula plateoP), la I6bula (Lo), la médula (Me) y la lamina (La). B) Vista lateral donde se esq
la posicién los centros nerviosos detallados en A en el cuerpo del cangrejo. La orientacion en A) es: A:
Posterior; I: Izquierda; D: Derecha. L&mtacion en B) es: A: Anterior; P: Posterior; D: Dorsal; V: Ventral. Las
de escapa son de 50 en cada panel. Esquema adaptado de Scar20bs.
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Capitulo 1: Introduccion genere

Dentro de los l6bulos Opticos existen 4 neuropilogaciimente distinguibles. ElI méas
periférico es la lamina, seguida de la médula, que a su vez es seguida por la |6bula y 16bula

plate y finalmente el protocerebro lateral.

La ubicacién anatomica de los I6bulos 6pticos los vuelve de facil acceso para experitos
electrofisiol6gicos (Berdon de Astrada et al., 2001)En las ultimas dos décadas se describid,
entre otras, a un grupo de neuronas gigantes en la I6bula con una alta sensibilidad a
estimulos visuales en movimiento (en contraste con cambios de intsidad luminica).
Primero se demostré que la respuesta de estas neuronas a estimulos visuales de peligro
tiene la misma dinamica de habituacién que la respuesta comportamental. Esto se vio tanto
en entrenamientos masivos (1 minuto entre estimulos) que sélgeneran memoria a corto
plazo como con entrenamientos espaciados (3 minutos entre estimulos) que general
memoria a corto y largo plazo Fig. 1.7 Ay B,Tomsic et al., 2003) Esto posicion6 a estas
neuronas como candidatas para estar involucradas en elgaesamiento de la informacion

visual involucrado en la respuesta de escape de este animal
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Capitulo 1: Introduccion genere
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Fig.1.7. Neuronas Gigantesda Lébula. A) Respuesta comportamental (cuadrados blancos) y neuronal (circ
negros) a un estimulo visual de peligro presentzafta un minuto y testeado a las 24hs. B) Respuesta
comportamental (cuadrados blancos) y neuronal (circulos negros) a un estimulo visual de peligro presentac
minutos y testeado a las 24hs. Se muestra la morfologia (primera fila) de los cuatro tiges. & muestra su
respuesta a: Un pulso de luz de 1s de duracion indicado por una barra horizontal debajo del registro (segur

Un objeto en movimiento indicado por la barra negra horizontal (1,6s de duracion, tercera fila); Un estimulo
de 3.36s de duracion, indicado por el sombreado gris en cada trazo (cuarta fila). Adaptado de Scarano, 201
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Capitulo 1: Introduccion genere

Posteriormente, estas neuronas fueron descriptas en mayor detalle y se las denomin6
neuronas gigantes de la l6bula (LGs por Lobula Giant en inglésy. 1.7C, (Medan et al.,
2007). Por su morfologia se las clasificé en cuatro grupos: las monoestratificadas tipo uno
y dos (MLG1 y MLG2 por Monoestratified Lobula Giant 1 and 2 en inglés) y las
biestratificadas tipo 1 y dos (BLG1 y BLG2 por Biestratified Lobula Giant 1 and 2ieglés).
Todas estas neuronas tienen su arbol dendritico en la Iébula y proyectan sus axones por el
tracto protocerebral presumiblemente hacia regiones premotoras. Ademas, tres de ellas, la
MLG1, MLG2 y BLG2 también arborizan en el protocerebro laterdig. 1.7C, primera fila,
columnas 1, 2 y 4). A continuacion, se detallan las caracteristicas de estas neuronas y el rol
que actualmente se les adjudica en la respuesta de escape del cangrejo. Bfigara8 se

muestra la respuesta promedio cada una de estatases de neuronas a un estimulo de

looming.
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Fig.1.8. Respuesta de las diferentes LGs a un estimulo de looming. Se muestra la frecuencia de disparo geg
de cada una de las LGs frente a un looming con parametros | = 17cm, v = 142sm&bezas de flecha negras
indican el momento del inicio de la expansion del estinilloimero de neuronas promediadas para cada clase
LG es paralasMal = 27, M@ =74, BGL = 7 y para laslB2 = 27. Adaptado a partir de datos de OI(2810.
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Capitulo 1: Introduccion genere

Entre las LGs, las MLG1 son la de campo receptivo y arbol dendritico mas reducido. Se
encuentran 16 de estas neuronas distribuidas a lo largo del eje mayor de cada Iébula, de
modo queen su conjunto el sistemale las MLG1 procesa informacion de los 360° del campo
visual del animal. La neurona MLG1 no tiene actividad espontanea, tiene una respuesta muy
intensa en la etapa de expansion rapida del looming y deja de disparar en cuanto el looming
termina de expandiree (Fig. 1.8). Tienen un campo receptivo fisiolégico de
aproximadamente 35 en el plano vertical y de 120° en el horizontal, debido a que en este
ultimo plano los campos receptivos de elementos MLG1 vecinos se solapan entre si y tienen
conexiones eléctricagMedan et al., 2015) Estas propiedades la vuelven una candidata ideal
para codificar la posicion angular de los estimulos en movimiento de manera poblacional.
Esta informacién es necesaria para poder determinar la direccion de la respuesta de escape
frente a un estimulo de peligrosoKig. 1.5B, Medan et al., 2015kaunque también podrian
estar implicadas en la ubicaciébn espacial de otro tipo de objetos, como presas y
conespecificos. El campo receptivo relativamente pequefo de estas neuronas tambiéndlev

a proponer que pudieran estar involucradas en el inicio y ajuste de la velocidad del escape
a estimulos looming, pero no en las etapas mas tardias, donde el estimulo supera los 35° de

tamafio angular(Oliva & Tomsic, 2014)

La BLG1 es una neurona coan campo receptivo amplio pero heterogéneo, con areas
inhibitorias y excitatorias, por lo que la respuesta de estas neuronas varia mucho con la
posicién del estimulo, principalmente en el eje vertical. Responde al looming con un
aumento en la frecuencia de idparos que se acelera a medida que se aproxima el estimulo.
Una vez que el looming deja de expandirse esta neurona se mantiene activag.(1.8). La
caracterizacion de registros axénicos y dendriticos de estas neuronas en conjunto con
tinciones mostrd6 que son binoculares, es decir que responden a estimulos vistos
exclusivamente tanto por el ojo ipsiléeral como por el ojo contralateral al lado de registro.
Coincidente con esto, sus proyecciones llegan hasta la I6bula contralatéfal Scarano et al.,

2018). Esta neurona también integra informacion mecanosensorial, ya responde a toques
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Capitulo 1: Introduccion genere

suaves con un pincel en las patas. Dada la heterogeneidad de su campo receptivo en el eje
vertical, podria estar codificando la elevacion del estimulo, un parametro clave elrentorno

natural del cangrejo para distinguir presas de predadoresHg.1.2).

La MLG2 posee un campo receptivo anatémico y fisiolégico que abarca los 360° y es
relativamente homogéneo. Parece existir sélo un elemento de esta neurona en cada ganglio
optico. Ademas de la respuesta a estimulos visuales muestran una clara respuesta a
estimulos mecanicos en la patas. Esta neurona tiene una respuesta intensa frente al
movimiento y se hiperpolariza cuando el estimulo se detieng={g. 1.7, segunda columna,
filas 3 y 4,Fig.8). Ademas, frente a un looming la frecuencia de disparo de esta neurona
acompafa a la expansion del estimulo. Estas caracteristicas vuelven a esta neurona una
candidata ideal para codificar parametros visuales de objetos que se acercan, como
estimulos de peligro. EI campo receptivo amplio y homogéneo hacen que esta neurona
responda deforma confiable a estimulos visuales sin importar la posicién angular de los
mismos. Se demostré que esta neurona codifica la velocidad angular del looming ¢ealad

de los bordes) utilizando las diferentes dindAmicas de looming mencionadas en la
descripcion del comportamiento. Esto llevé a reemplazar a la velocidad angular del estimulo
en el modelo descripto erDliva & Tomsic, 2012or la frecuencia de disparade la MLG2 y

el modelo resultante muestra un ajuste excelente a todas las dinamicas de looming

utilizadas (Fig.1.9).
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Fig.1.9. Velocidad de escape predicha pbm®delo descrito en Oliva & Tom&016 frente a un looming
reemplazando la velocidad angular del looming en el modelo por la frecuencia de disparo de la MLG2. Se |
la velocidad de escape experimentgti§) y predicha por el modelo (rojo) para estimulos de diferente tamafio
columna izquierda) y velocidad (v, columna derecha). Debajo de cada respuesta comportamental/modelad:
encuentra la velocidad angular' (dlinea de puntos) y tamafio angular, (inea negra llana). La linea de puntos
vertical indica el inicio de la expansidel estimulo.

Finalmente, la BLG2, es la mas grande de las cuatro LGs y, al igual que la MLG2, presenta un
campo receptivo completo y relativamente homogéneo, probablemente exista un solo
elemento de esta neurona en cada l6bula y responden a estimulosa@icos en las patas. A
diferencia de la MLG2, esta neurona es muy sensible al inicio de la expansion del looming,
su actividad decae a medida que aumenta el tamafio y/o la velocidad angular del estimulo y
vuelve a tener un pico de actividad en el momentoneel que el looming termina de
expandirse (Fig.1.8). La activacion temprana de esta neurona lleva a pensar en que podria
estar involucrada en las primeras etapas de la respuesta al looming, particularmente en el
comportamiento de freezing. Estudiando la @spuesta de esta neurona a las diferentes

dinamicas de looming utilizadas en los experimentos comportamentales se observo que en
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los momentos donde el animal entra en freezing esta neurona estd muy activa, mientras que
cuando el animal empieza a correr lactividad de esta neurona esta en declive. También se
observé que para las diferentes dinamicas de looming la actividad de la BLG2 es
sobrepasada por la de la MLG1 y BLGL1 justo antes de que se inicie el es(@fiea, 2010).

Esto gener6 en el laboratorida hipétesis de que podria existir una inhibicién reciproca
entre la BLG2 y las otras LGs, y que esa inhibicion esté regulando si el animal esta realizando

el comportamiento de freezing o iniciando el escape.

Es importante remarcar que para poder realizalestas comparaciones entre neuronas y
comportamiento se combinaron resultados obtenidos de registros electrofisiolégicos
realizados con el animal inmovilizado con resultados comportamentales obtenidos en la
crabola. La disposicion idéntica de los monitoreg el uso de los mismos estimulos en ambos
experimentos permitio realizar esta comparacion, que se realiz6 a partir de alinear los
cursos temporales de ambas respuestas en funcién de las dindmicas de los estimulos. Mas
aun, los registros neuronales obtenids son de neuronas individuales, por lo que en la
comparacion de actividades entre las diferentes LGs también se realizé comparando
registros no simultdneos en animales distintos. Esto obligé a trabajar con respuestas
promedio de multiples ensayos comportmentales y neuronales en vez de analizar la
correspondencia entre la actividad de las neuronas y la actividad motora del animal
registradas simultdneamente. Al tratarse de registros electrofisiolégicos individuales la
comparacion de la respuesta de las digtas LGs también fue hecha realizando promedios

de actividad de neuronas registradas en distintos animales.

Mediante los registros intracelulares podemos registrar no solo potenciales de accién y sino
también cambios més sutiles en el potencial de memdima (EPSPs e IPSPs), lo que ayuda
por ejemplo a distinguir si el registro se realiza mas cerca del arbol dendritico o del axén.
Ademas, se puede inyectar intracelularmente un marcador fluorescente, de modo que se
obtiene la identificacion morfolégica de laneurona registrada. El preparado de los animales
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incision en la cuticula para poder acceder al tejido nervioso. La posibilidad de registrar la
respuesta de las neronas a distintos estimulos con el animal despierto e intacto y luego
identificarlas morfolégicamente fue fundamental para la descripcién de las LGs y otros tipos
neuronales en el cangrejo. Por el otro lado, los registros intracelulares demandan una alta
estabilidad mecéanica. Esto los vuelve incompatibles practicamente incompatibles con
registros de animales en movimiento (con unas pocas excepcionemaguchi et al., 2014;
Long et al., 2010) Este tipo de registros permite obtener informacién de una salneurona

por electrodo, siendo los registros intracelulares dobles en un animal intacto un desafio
dificil de lograr. Registros dobles de LGs se realizaron en con electrodos ubicados uno en
cada lébula del cangrejdF. Scarano et al., 2018)ero por dficultades estéricas nunca se
intento registrar simultaneamente dos neuronas dentro del mismo neuropilo. Por lo tanto,
las posibles conexiones entre las LGs dentro de la |I6bula no han sido aun exploradas
mediante registros simultdneos. Resulta evidente éonces que hay que recurrir otra
metodologia para poder registrar neuronas con el animal en movimiento y multiples

neuronas en simultaneo.

Métodospara el registro simultaneo de la actividad neuronal y comportamental

La importancia de registrar laactividad de las neuronas del cerebro en condiciones lo més
cercanas posibles a aquellas que evolutivamente determinaron su funcién, es decir en el
animal entero y comportandose en su ambiente natural frente a estimulos biol6gicamente
relevantes, es una déas grandes aspiraciones que tenemos cuando estudiamos las bases
neuronales del comportamiento. Los registros en vitro (e.g. rebanadas de cerebro),
animales restringidos, o animales moviéndose libremente pero dentro de un entorno
artificial, son restricciones por ahora ineludibles en nuestros intentos por comprender el
funcionamiento del cerebro. Entre otras razones, limitaciones tecnolégicas junto con el uso
de modelos experimentales con historias de vida exclusivamente en condiciones de

laboratorio, hacen que la posibilidad de evaluar el funcionamiento de neuronas en el
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contexto natural no sea aun posible. Varios estudios muestran que el funcionamiento de
alguna neurona se modifica ostensiblemente cuando el animal, en lugar de estar fijado,
puede realiza actividad motora. Por lo tanto, es de esperar que la actividad de muchas
neuronas sea también muy dependiente de las diferencias que distinguen las asépticas
condiciones de medicién del comportamiento dentro del laboratorio, de las complejas

condicionesque definen en el &mbito natural de cualquier animal.

Histéricamente, la combinacion deegistros fisioldgicos y comportamentales en simultaneo

ha presentado un desafio metodol6gico importanteActualmente existen algunos pocos
organismos vertebrados en ds cuales se pueden combinar registros fisiol6gicos de
actividad neuronal y registros comportamentales en simultdneo. En humanos el
electroencefalograma y la resonancia magnética funcional son las técnicas principales que
se realizan en simultaneo con estlios comportamentales(Dijk, 1995; Tootell et al., 1998)
Ambas permiten estudiar la actividad colectiva de neuronas, pero no nos permiten estudiar
la actividad de neuronas individuales. En primates no humanos a estas técnica se les suman
los registros electrofisiol6gicos extracelulares, tanto de campo como para neuronas unicas
(Brochier & Umilta, 2007). En roedores (principalmenteMus musculuy Rattus norvegicuy
también existe la posibilidad de realizar experimentos de visualizacion de calcio (ImCa)
tanto en animales comportandose en una realidad virtual cGmmoviéndose libremente
(Barbera et al., 2019; Dombeck et al., 2010En murciélagosy aveses posible realizar
registros extracelulares con los animalegn movimiento y hastavolando (Herbert et al.,
2020; Kothari et al., 2018) En larva de pez cebra se pueden realizaxperimentos delmCa

con en una preparacion donde la larva tiene la cabeza fija en una placa de agarosa
(Portugues et al., 2013y en peces dorados adultos nadando libremente se pueden realizar
registros extracelulares con tetrodos(Cohen et al., 2019) En estos modelos esta serie de
técnicas forman uno de los grandes pilares metodologicos que nos permiten generar e
intentar responder preguntas sobre el rol de los distintos elementos neuronales en

comportamientos especificos.
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Dentro de las técnicas descriptas arriba podemos separar dos grandes familias, las técnicas
asociadas a la visualizacion de calcio y las electrofisiologicas. Lagraras requieren algun
tipo de marcador especifico para un tipo neuronal para poder realizar registros de neuronas
individuales mientras que las segundas no. Esto limita su aplicacion en organismos
invertebrados que no cuenten con el conjunto de herramieas moleculares que tienerD.
melanogastery C. elegansPor eso, en los ultimos afios los registros extracelulares con
tetrodos han comenzado a seimplementados en otros artrépodos. En cucarachas se
desarrollaron registros con tetrodos en una arena déndeos animales podian moverse
libremente (Guo et al., 2014) recientemente se lograron registros con tetrodos en abejas
(Rusch et al., 2021)y mariposas (Beetz et al., 2022)en un simulador de vuelodonde el

animal permanece sujeto en un lugar mientramtenta desplazarse

Una limitacién importante que caracteriza a los registros con electrodos celulares es la
imposibilidad de determinar fehacientemente la neurona de la cual provienen los
potenciales de accion que se registran, ya que no se cuenta tamosibilidad de tefirla
intracelularmente. En tipo de neurona se definen entonces por su actividad espontanea o
frente a estimulos. En el mejor de los casos, se trata de reconocimientos de clases de
neuronas. Esto es asi tanto en vertebrados, como en lestudios ya mencionados de
registros con tetrodos realizados en cucarachas y abejas. El cangrejo, sin embargo, alienta
una expectativa singular, la posibilidad de reconocer en los registros extracelulares a
neuronas unicas. En efecto, a partir del conociemto que tenemos sobre la existencia de las
neuronas gigantes de la lébula y de sus preferencias de respuesta, visualizamos la
posibilidad de poder identificar estas neuronas especificas en los registros extracelulares.
De ser asi, contariamos con una vija no presente en otros modelos donde se realizan
estos registros.

En particular la BLG2 y MLG2 presentan caracteristicas que las vuelven buenas candidatas
para registrar y reconocer extracelularmente en experimentos de respuesta de escape. La
presenciade un Unico elemento en cada neuropilo con un &rbol dendritico que abarca toda
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la l6bula hace que sea probable registrarlas de manera frecuente. Su campo receptivo
amplio y respuestas caracteristicas frente al looming las hacen facilmente reconocibles.
Finalmente, los roles que pensamos que tienen en el comportamiento de escape deberian
ponerse facilmente en evidencia en experimentos donde podamos comparar la respuesta

de estas neuronas y el comportamiento en ensayos individuales.
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Capiulo 3: Reconocimiento de neuronas gigantes de la 16k

desarrollo de esta nueva metodologia en el laboratorio pasé por distintas etapas pigesta

a punto que implicaron pruebas y errores hasta alcanzar las condiciones adecuadas.
Inicialmente se probo utilizar agujas entomolégicas afinadas electroliticamente (método
ampliamente usado en crustaceos por Wiersma y colaboradores, &jaterman &Wiersma,
1963)y luego electrodos de tungsteno de 5@m, 20 um y 12um en distintos arreglos
(método ampliamente usado en mamifaers, (Buzsaki, 2004) Algunas de las primeras
pruebas se realizaron en un ambiente muy reducido, con una caja de Faraday fleaeia
limitada, sin una buena éptica y con un amplificador y sistema de adquisicion de datos
inadecuados. Estos intentos preliminares con resultados poco exitosos fueron valiosos en
la medida en que nos permitieron ir conociendo los aspectos que debimatender para
logar registrar como finalmente conseguimos hacerlo. A continuacion, se detalla la

construccién del implante que resulté exitoso.

So6lo pudimos registrar sefiales neuronales claras utilizando tetrodos (4 electrodos
enroscados, ver en métodosile tungsteno de 12m. Dado que los electrodos son delicados

lo primero que se prepara es la estructura que nos va a permitir manipular el implante. Para
esto se coloca y pega un pin metélico (40mm de largo) perpendicular a una placa de circuito
impreso previamente fabricada con agujeros metalizados que van a servir como interfase
entre los electrodos (EIB, por sus siglas en inglés) y un conectdiid. 3.1). Un extremo del

pin va a ser usado para sujetar el implante terminado desda® micromanipulador y el otro
extremo es ddnde se coloca la canula que va a contener los electrodos. Se pega una canula
de 0.4mm (27G) de didmetro y 13mm de largo a uno de los extremos asegurandose bajo
lupa de que quede perfectamente alineada con el pin. Esta estructrhora nos permite

tener buen soporte para manipular los electrodos en los siguientes pasos.
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Pin metalico

Pin dorado

Tetrodo 1

Cables de electrodos
EIB

Cénula

Fig.3.1. Esquema de la estructura general de un implante agudo con dos tetrodos y un cable de referencia. No
figuran en el esquema el conector quedeala EIBacia el amplificadoni los cables del conector.

A continuacién, se pasa por la canula (entrando por el lado que apunte hacia la EIB) un
electrodo de tungsteno de 5Qm que va a funcionar como referencia. Luego se pasan entre
uno y dos tetrodos de tungsten de 12um por la misma canula. En el extremo de la canula
que se aleja de la PCB se cortan las puntas de los tetrodos en un bisel a 45° para facilitar la
penetracion del tejido. Una vez cortadas las puntas de ambos tetrodos se corrige la posicion
de amboshasta que sus puntas queden distanciadas entre 8@0um. A su vez, la distancia

de los tetrodos se ajusta el electrodo de referencia para que su punta deea
aproximadamente 50Qum (Fig.3.1). Se pega todo el arreglo de electrodos con pegamento
acrilico (La Gotita) cuidadosamente asegurandose de no modificar las distancias relativas
entre las puntas de los tetrodos. En este paso es fundamental que el arreglo de electrodos

quede bien alineado con la canula para asegurar una trayectoria lineal a@netrar el tejido.

Para conectar los electrodos se manipulan con pinzas finas de diseccion la parte de los
electrodos que queda del lado de la EIB y se enhebra cada cable individual (cuatro cables
por tetrodo + electrodo de referencia) en agujeros separadode la EIB. Se colocan sobre

estos agujeros pines dorados que luego son presionados suavemente contra el agujero. Este

paso remueve parte de la vaina de cada electrodo y los pone en contacto con sus respectivos
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agujeros metalizados permitiendo asi el comlcto eléctrico. De los agujeros
complementarios a los de los electrodos se sacan cables que van a ir a un conector de cable

plano. Este conector va a funcionar como interfase entre el amplificador y el implante.

Por ultimo, se ajusta la impedancia de cadelectrodo. Para ello sumergimos la punta del

implante en una solucién comercial para electrodeposicién de oro (Neuralynx Gold Plating

solution) que contiene una sal de oro (A4). En la solucion también hay un alambre de

hierro que va a funcionar como el dodo de la reaccion. Este alambre se conecta al polo

negativo de un generador de pulsos (30V, 10ms). El extremo positivo se conecta a uno sélo

de los electrodos, cada vez que se da un pulso se reduce una pequefa porcién del oro en

solucion sobre la punta @l electrodo, dejando asi una capa de nanoparticulas de oro que

mejoran la conductancia del electroddFerguson et al., 2009) A continuacién se mide la

impedancia del electrodo recién dorado, si es todavia es muy alta ( >209K] OA OOAI OA A
repetir el paso anterior. Si la impedancia es adecuada se pasa a el siguiente electrodo. Se

repite este proceso hasta que todos los electrodos dentro de cada tetrodo tengan una

Ei DAAAT AEA AAOAAT A A pum+m8 %l Al AAOOI AT AA OA

L Tt + P hace falta dorarlo.

Preparado de animales

Se sujet6 al animal del caparazén con una pinza, dejando libre movimiento a las patas y
guelas. Las quelas del animal se pegaron con una tira de goma y pegamento acrilico (La
Gotita) para restringir sumovimiento. Los pedunculos del animal se pegaron con el mismo
pegamento en su posicion natural (aproximadamente a 50° del caparazonse los reforzé

con una pequefia ménsula de aluminio ubicada entre la base del pedunculo y la cavidad
donde se retrae el pdunculo ocular. Utilizando un pequefio taladro manual y una mecha de
0.5mm se realiz6 un orificio en el costado medial del pedunculo a la altura de la I6bula (Imm

por debajo del borde de la retinaFig. 3.3 A-C). En los casos donde la membrana interna
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quedd semiintacta, esta fue removida con pinzas finas. Una vez limpio el agujero se lo
humedecié con agua salobre para retrasar la coagulacién de la hemolinfa. Rapidamente se
traslad6 al animal en la misma pinza hacia el sap de electrofisiologia. Si este pasno se
realizaba rapido la hemolinfa del animal se coagulaba, dificultando la correcta penetracion
del electrodo en el tejido. Luego de cierto entrenamiento con varios animales el tiempo total

que demandaba el preparado no era superior a 20 minutos.

Confguracion del set up y colocado de los electrodos

El set up consistié en un micromanipulador al costado izquierdo del animal inclinado a 45
para facilitar el acceso al l6bulo 6ptico a través del orificio realizado en el pedunculo del
animal (ver arriba). Frente al animal se ubicaban dos monitores orientados a 9éntre si y

a 45° del eje frontal del animal de modo tal que abarcaban aproximadeente un angulo de
180° (Fig. 3.3 D). La distancia entre el ojo del animal y el centro de cada monitor fue de
20cm. El animal, el micromanipulador yos monitores fueron montados sobre una mesa
anti vibratoria suspendida en aire comprimido. Todos estos eteentos estaban metidos
dentro de una jaula de Faraday que cubria todos los lados menos la parte de atras del animal,
para permitir acceso al experimentador. La jaula en si estaba rodeada de una tela negra que

tapaba la luz, dejando asi a los monitores conimica fuente de luz.

Una vez realizado el orificio en el pedunculo del animal se lo coloca en el set up y bajo lupa
se orienta la punta del implante en el centro del orificio. Se baja el electrodo utilizando la
perilla macro del micromanipulador hasta quese observaban spikes. Normalmente se
observa en ese momento un movimiento en el tejido que sugiere que el implante estaba
presionando y recién ahi penetr6 dentro del I6bulo. Con la perilla micro se ajusta la posicion
hasta que las sefales sean lo suficmmente grandes como para registrarlas. Antes de

empezar a registrar se dejo estabilizar el electrodo por aproximadamente 10 minutos.
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Fig.3.2. Configuracion experimental. A) Foto tomada desde la parte posterior del animal del cangrejo con Ic
fijados a 50y el electrodo insertado. B) ampliacion del ojo en A, se indica la posicion del electrodo (Ttd). C)
de donde se realiza el orifico para la colocacion del electrodo y de la posicion relativa de este con los neurc
Opticos (La = lamindle = médula, Lo = lébula, LPc = protocerebro lateral). D) Esquema del cangrejo en el s
frente a los dos monitores colocados & 86tre si. Se representan el vastago de acrilico (gris) del cual se tom
electrodos (marrdn) y la pinza que sujetaaimal (azul).

Protocolo de estimulacion

Los registros se iniciaron con un estimulo de cambio de contraste (ver mas abajo, estimulo
OA5q8 , OACi AA AOOA AOO6pi 61 OA OACEOGOOAOIT »p
monitores en blanco seguidos de cuatro rondas de presentacion de todos losiestios en

orden aleatorizado y se termin6é con otros 10 minutos sin estimulacion visual con los
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monitores en negro Fig. 3.3). Los primeros y ultimos diez minutos se utilizaron para
comparar niveles de actividad y forma de los spikes de las diferentes neunas al inicio y
final del registro de manera de poder, entre otras cosas, evaluar la estabilidad de los

registros. Cada ronda de estimulos consistié en 12 estimulos de 4 diferentes categorias:

a) Un cuadrado que se expande representando un objeto que seer@a, conocido en la
literatura como estimulo looming. La dinamica de expansion de estos estimulos se suele
definir por el cociente entre el tamafio del objeto simulado (I) y la velocidad simulada de
aproximacion (v), en nuestro caso la dinamica de expaisi fue I/v 120ms (Fig.2.3 fila de

abajo a la izquierda).

b) Doscuadrados negrosle 6x6cm moviéndose horizontalmente en uno y otro sentido a 18
cm/s siempre iniciando su movimiento en uno de los extremos horizontales de la pantalla
y posicionado a la mita de la altura de la pantallaig. 2.3 fila de arriba a la izquierda)

coincidiendo asi con la altura a la que se hallaban los ojos del animal.

c) Seis cuadrados negrode 1.5cm moviéndose horizontalmente en uno y otro sentido a 18
cm/s siempre iniciando su movimiento en uno de los extremos horizontales de la pantalla
gue podian estar posicionados a %, 2% dela altura de la pantalla Fig.2.3 fila de arriba a

la izquierda), es decir debajo, a la altura o sobre la linea del ecuador del.ojo

d) Dos patrore de barras verticales de 6x24cm gque ocupan toda la pantalla y se mueven
horizontalmente en uno u otro sentido a 18cm/s durante 15s, generando flujos Opticos

panoramicos (Fig.2.3 fila del medio a la izquierda).

e) un cambio de contraste blancaegro-blanco-negro de 2s de duracién por cada episodio

de iluminacion (Fig.2.3 fila de abajo al centro).

El tiempo entre dos estimulos no fue menor a 45s en ningun caso ni menor a 90s luego de

un flujo éptico. Ademas, el tiempo entre dos estimulos looming siemprae mayor a 10
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presenten formas regulares asociadas a ruidos. Una vez terminagkte proceso cada cluster

pasa a ser considerado una neurona individual.

.rhd

MW/ Matlab
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spikes sin clasificar
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Fig.3.4. Esquema general de la serie de pasos que se llevan a cabo para procesar cada registro. De arriba hacia
abajo se muestra qué sucede con los datos desdsegraban hasta que se obtieness| clusters curadoé la

derecha de cadatapade datos se muesdrel programa que se utiliza para procesarlos. Para claridad del esquema
sélo se marcan los spikes de dos neuronas distintas.
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Andlisis de la respuesta frente a estimulos visuales

Existen pocos antecedentes gue utilizan esta metodologia en invertebrad@havsar et al.,
2015; Brill et al., 2014; Guo et al., 2014) este fue el primer intento de utilizar tetrodos para
registrar neuronas unicas en un crustaceo. Los registros extrdatares son particularmente
afectados por los ruidos eléctricos de linea y ambientales debido a la baja amplitud de las
sefales biologicas que se obtienen (decenas ja@¢, mas adelante ekig.3.6). Al igual que las
sefales neuronales los ruidos eléctricopueden tener dinamicas temporales y amplitudes
consistentes a lo largo de un registro. Por estos motivos antes de sacar conclusiones de los
resultados quisimos asegurarnos de que los clusters curados efectivamente se comportaban
como neuronas. La manera deacer esto fue evaluar que la respuesta de las neuronas sea
consistente y particular para cada estimulo. Es decir, que cada neurona mantenga su patrén
de respuesta para cada estimulo. Para esto se construyeron histogramas periestimulo
(PSTH) para las difeentes neuronas y estimulosig.3.5). Se observo que individualmente
cada neurona mostraba respuestas consistentes a la repeticion del mismo estimulo y
respuestas distintas para diferentes estimulos. Por otro lado, las respuestas a un mismo
estimulo variaban entre distintas neuronas. En I&igurase observan varias respuestas a
repeticiones de un cuadrado en movimiento y a un looming de tres neuronas distintas. Se
ve que la primera tiene una respuesta transitoria al cuadrado en movimiento y un aumento
de la frecuencia de disparo que acompaf@la expansién del looming. La segunda neurona
tiene una respuesta transitoria con un aumento de actividad al final del movimiento del
cuadrado y una respuesta intensa al inicio del looming y un rebote de actividad luego del
final de la expansion. Finalmete, la tercera neurona no responde a ninguno de estos dos
estimulos en ninguna de las repeticiones. Con este tipo de andlisis y resultados nos

aseguramos de que efectivamente las sefales registradas provienen de neuronas.
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Fig 3.5. Ejemplos de rpsiestas de neuronas registradas. Se representan tres neuronas distintas respondiendo a un
cuadrado en movimiento (azul) y a un looming (rojo). Ambos estimulos empiezan a moverse a los 0s. El sombreado
azul representa el tiempo de movimiento del cuadragbgombreado rojo representa el tamafio angular del

looming (angulo que subtiende a nivel del ojo del cangrejo). Sobre cada gréafico se representan los spikes obtenidos a

cada una de las 4 repeticiones del estimulo como lineas verticales (raster).

Construc@n de correlogramas

La especificidad de respuesta a distintos estimulos que presenta una neurona es de suma
utilidad para identificarla, distinguiéndola de otras neuronas o categorias de neuronas. Sin
embargo, en muchas ocasiones y modelos experimentalés posibilidad de evaluar
respuestas de neuronas a una bateria de estimulos especificos temporalmente bien
controlados no es factibleEn tales situaciones, uno de los modos de identificar y clasificar
distintas neuronas es mediante el analisis de la form@e su sefial y mediante el andlisis de
su tasa y modo de disparo. Esto Ultimo se efectia mediante lo que se denomina
autocorrelograma (ACG). Quisimos entonces verificar si la:

neuronas que por sus respuestas especificas a estimulos particulares podiamanidicar
como pertenecientes a una misma clase, podian ser también identificadas dentro de una
Unica clase por su similitud en los autocorrelogramas. Para construir cada ACG tomamos
todos los spikes en momentos dénde no haya estimulos visuales. Para cagiéke
encontrado se anoto los tiempos relativos de los spikes vecinos en una ventana égoms.
Utilizando los tiempos de todos los spikes se construy6 un histograma. Luego se calcul6 la

frecuencia de disparo para cada bin como:
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£ YN Qo0
£Yn Qb ¢GHYQ D QL

Déndef es la frecuencia de disparo en HertnSpikes bin es el nUmero de spikes en un bin
dado,nSpikes totales es el nimero de spikes que se analizaronancho de bin es el ancho

de cada bin en segundos.

En los registros donde se encontraron mas de una neurona también se construyeron
correlogramas cruzados (CCGs, del inglés crosscorrelogram). Para construirlos se toman
dos neuronas de un registro. Una de las neuronaa & ser llamada neurona centrada y la
otra neurona evaluada. Se anotd para cada spike de la neurona centrada los tiempos
relativos de los spikes de la neurona evaluada y se utilizé estos tiempos para construir un
histograma. Para obtener este histograma exesado en frecuencia de disparo se utilizé la
misma ecuacion que en los ACGs, donfdes la frecuencia de disparo de la neurona evaluada
en Hertz, nSpikes bin es el nimero de spikes de la neurona evaluada en un bin dado,
nSpikes totales es el nimero de sikes de la neurona centrada que se analizaronancho

de bin es el ancho de cada bin en segundos.

Caracteristicas generales de los registros agudos

Bajo las condiciones experimentales finales alcanzadas y descriptas en el este capitulo se
realizaron registros en 27 animales de los cuales se obtuvieron 93 neuronas, con una media
de 3.4 neuronas por animalfig.3.6). La mayoria de las neuronas respondi6 al menos a uno
de los estimulos visuales presentados. El 86% de las neuronas mostraron un aumento en su
adividad al presentar estimulos visuales, 4% una disminucién y 10% no respondieron a

ninguno de los estimulos.
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Fig.3.6. Caracteristicas de losgistrosobtenidos Aizquierdase presentain histogramacon el nimero de
experimentos (registros en cadaimal) en los que se obtuvieron distinto nUmdeoneuronagonfiablemente
identificadas que fueroregistradasen simultaneoA laderechase presentain histogramacon elnimero de
neuronas que mostraron sefiales de distim@ximo potencial absolot(positivo 0 negativo).

Una alta tasa de respuesta a estimulos visuales es esperable en los neuropilos 6pticos. Para
confirmar que efectivamente los electrodos estaban ubicados en esa region, Realizamos

también tinciones en dos de los registros mojando la punta de los elemdos en Dil @ h-p &

Dioctadecylo h o htetrarhethgindocarbocyanine perchlorate) antes de colocar el

implante en el animal. Ambas tinciones revelaron marcas en la I6bulgig.3.7).

Fig.3.7. Ejemplo de marca fluorescente generada con el Dil. A posteriori se dibujaron los contornos de los 1
(médula, ME; Lobula, Lo; Protocerebro Lateral, LPc) para facilitar su interpnetacio
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Finalmente es importante remarcar la buena estdlidad mecanica de los registros
obtenidos. En los pocos casos dénde se observé algun tipo de caida de la amplitud o pérdida
de los spikes siempre fue asociado a un error del experimentador como puede ser un golpe
accidental a la pinza que sujeta el animal un error en la trayectoria del electrodo, dénde
este queda presionando contra algun costado de la cuticula y se vence con el tiempo. En los
experimentos dénde no se cometieron este tipo de errores, las sefiales se mantuvieron

estables durante la totalidal del registro (Fig.3.8).

Neurona 1 Neurona 2
>
0
2|1 ms

Fig.3.8. Ejemplos de estabilidad debistro. Se muestra spike promedio durante los primeros (arriba) y ultimo
0ol 220 wmnQ désPeundadeiud midd redidtrdNd se observamos cambios en la forma del spik
entre el inicio y el final del registro.

Reconocimiento de neuronas LG previamente caracterizadas

Reconocimiento de las LGs por su preferencia de respuesta a estimulos visuales

Como se describié en la introduccién general, una de las ventajas con que se cuenta para el
presente estudio es la identificacion y caracterizacion tanto morfolégica como funcional de
varias clases de neuronas gigantes de la l6bula denominadas LG, que fuera previamente
realizada a partir de registros y tinciones intracelulares. La caracterizaagidfuncional,
ademas de parametros referidos a las propiedades intrinsecas de estas neuronas, incluyo la
tipificacion de las respuestas de las distintas clases frente a una variedad de estimulos
visuales(Medan et al., 2007; D. Oliva et al., 2007; D. Gliviamsic, 2014, 201a}sos estudios

mostraron que los perfiles de respuesta a ciertos estimulos constituyen un signo identitario
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de cada tipo de LGTomsic & Sztarker, 2019)tilizando estos criterios de identificacion en
base a lagespuestas ante distintos estimulos buscamos entonces reconocer en las unidades
registradas extracelularmente los patrones de respuesta propios de cada una de las

distintas clases de LG.

Para ello se utilizaron los PTSH de las neuronas registradas. Sele¥ai habia unidades

registradas con perfiles de respuesta similares a los de las MLG1, MLG2, BLG1 y BLG2.

Se encontraron efectivamente unidades con perfiles muy similares a los previamente
definidos con los registros intracelulares para la MLG2 (5 unidies) y para la BLG2 (8
unidades). En la Figura3.9 se comparan registros intra y extracelulares de neuronas
representativas de cada uno de estos grupos (paneles B y C para las MLG2; paneles Gy H
para las BLG2). En la misma figura los paneles D y E muestcrrespondientemente las
respuestas promediadas de varias neuronas MLG2 registradas intracelularmente (n=37) o
extracelularmente (n=5), mientras que los paneles | y J muestran lo mismo, pero para
neuronas BLG2 (intracelular n=13, extracelular n=8) en rgmiesta a un looming, asi como

las respuestas promedio de cada grupd-{g.3.9, paneles E y D para las MLGZwgnelesl y J

para las BLG2).
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Fig.3.9. Reconocimiento de neuronas MLG2 y BLG2 en los registrmeeSga una comparacioae los perfiles de
respuesta frente al looming de las MLGZE)y BLG2 {B). A la izquierda se presenta la morfologia de ambas
neuronas (A, F). En la columna del centro se muestran respuestas individuales (B, G) y grupales (D, I) obte
registrosintracelulares. En la columna de la derecha se muestran las respuestas individuales (C, H) y grups
obtenidas con registros extracelulares. Los PSHT de los paneles C y H se construyeron a partir de cuatro ¢
disparos en cada ensayo estéepresentados con lineas negras sobre cada panel, cada linea es un ensayo.
tamafio angular del looming se representa como un sombreado gris debajo de cada panel. La morfologia d
neuronas esta adaptada de Medan et @D07. Los registros intracddues estan adaptados de Oliva 2010
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Reconocimiento de LCDCs por su preferencia de respuesta a estimulos visuales

Al igual que en los registros intracelulares, en los extracelulares no es posible saber a priori
gué neuronas vamos a registrar. Es por ssmotivo que se presentaron diversos estimulos

a los animales durante los registros (ver arriba). La presentacion de objetos de movimiento
horizontal y flujos horizontales en ambas direcciones permitio la identificacion de un grupo
de neuronas (n= 5) que mostraron una respuesta altamente direccional. Las neuronas
aumentaban su actividad cuando los estimulos se desplazaban en un sentido y la disminuian
cuando los estimulos se desplazaban en el sentido opueskag. 3.10 panel B). Este singular
perfil de respuesta coincide exactamente con el que recientemente se caracterizé en un

grupo de neuronas que fuerollamadas LCDScarano et al., 202(Fig.3.10 panel A).Estas
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Fig.3.10. Reconocimiento de neuronas LCDC. Se muestran ejemplos de los perfiles de respuesta a objetos en movii
(primeras dos colunmas) y a un flujo 6ptico (tercera y cuarta columna) de las neuronas identificadas como LCDC en Ic
registros intracelulares (A, fila de arriba) y de las neuronas reconocidas como LCDCs en los registros extracekldeés
medio) Los PSHT de losnapdos individuales se construyeron a partir de cuatro ensayos, los disparos para cada ensay
representan con lineas negras sobre cada grafico. Cada linea es un ensayo. Para los registros extracelulares ademi
muestra el PSHT promedio del grupo padacestimulo (B, fila de abajbds registros intracelulares del panel A fueron
adaptado de Scarano et al., 2020).
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neuronas forman entonces el tercer tipo de neumas claramente reconocibles en base a

estudios previos obtenido en estos experimentos

Reconocimiento de las LGs y LCDS por sus propiedades intrinsecas

Como ya describimos las neuronas que procesan informacion pueden caracterizarse desde
el punto de vistafisioldgico por aspectos relacionados con sus propiedades intrinsecas. Una
de estas propiedades es la tasa de actividad espontanea de disparos y la manera en que se
distribuyen esos disparos que puede ser regular o en rafagas (bursts en inglés). Las ragag

o salvas de 3 o mas disparos en periodos no estimulados de la BLG2 es una de las
caracteristicas mas evidentes de esta neurona cuando se registra intracelularmente. En
contraste, la actividad espontanea de la MLG2 se caracteriza por ser muy regulare\&dud
entonces si las neuronas clasificadas por su preferencia de respuesta como MLG2 y
BLG2presentaban la misma caracteristica que mostraban en los registros intracelulares. Se
observé efectivamente que las neuronas clasificadas como BLG2 resultaban mMaA O OO O U &
gue las MLG2[ig. 311). Por otra parte, se observé que las LCDC también presentaban un
perfil de disparos en rafagas, algo que habia sido observado en alguna pero no todas las

neuronas de este tipdMedan et al., 2007)

Varias propiedades intinsecas de las neuronas, como la actividad y magnitud de
potenciales excitatorios e inhibitorios postsinapticos (EPSPs e IPSPs) respectivamente) o
su resistencia de entrada (input resistance), solo pueden ser analizadas con registros
intracelulares. Los alores que se obtienen de estas propiedades dependen del sitio de la
neurona desde el cual se la esté registrando intracelularmente (soma, dendritas o0 axon). De
modo que, garantizando que los registros estan siendo hachos en sitios parecidos, estas
propiedades constituyen también caracteristicas identitarias de las clases de neuronas que
sirven para su identificacion(Deuchars & Thomson, 1996; Devoe et al., 19B2) un modo

analogo, existen en los registros extracelulares caracteristicas que, en la medida en que
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estos sean tomados desde sitios parecidos de la neurona, muestran valores consistentes y
constituyen también marcas identitarias de distintos tipos de ngronas. Una de estas
marcas la constituye la forma de los potenciales de accién (aca nos vamos a referir a estas

como spikes, para facilitar su distincion con el potencial de accién intracelular).

20r

10F

spikes en trenes de 3 o mas disparos (%)

BLG2 MLG2 LCDC

Fig.3.11. Se muestran la cantidad de trenes de disparos tres 0 mas spikes con un tiempo interspike maxim
20ms para los tres grupos descripaseste capitulo

Analizamos entonces la forma de los spikes de los grupos previamente establecidos por su
preferencia de respuesta a estimulos. Encontramos que dentro de cada grupo la forma de
los spikes era coherente y que estas formas diferian entre los distintos grupdsid. 3.1,
panel A). De hecho, encontramos que, con una Unica excepcion, la amplitud de la fase
positiva del spike es suficiente para distinguir a las BLG2 de las LCDC y MLG2. La forma del
potencial de accion extracelular fue muy utilizada para clasificar neuronas en vertebrados
(Celada et al., 1996) Actualmente se sabe que a pesar de que esta re@es una
herramienta util hay situaciones donde un mismo tipo de neuronas puede dar potenciales
de accion diferentegGold et al., 2006; Lépedury et al., 2018) Esto se debe a que la posicién
del electrodo con respecto a la neurona no solo afecta la plitud del spike registrado, sino

gue también modifica su forma. Ademas, los modelos con los que se describe este fenomeno
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estan basados en neuronas mielinizadas (presentes en vertebrados). En los invertebrados
no hay mielina alrededor de los axones, lo guagrega una complejidad mas al problema.
Teniendo en cuenta esto, la consistencia que encontramos en los spikes de las varias
unidades agrupadas originalmente como BLG2 NLG2 o LCDC en funcién de otro pardmetro
completamente distinto, como es su preferenaide respuesta, constituye un resultado que

legitima la clasificacién original realizada de estas unidades.
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Fig.3.12 Spikey ACGpara los grupos de neuronas reconocidas muestran la forma normalizada de los spikes de
las neuronas registradas (A) y la forma normalizada de los ACGs (B) de los tres grupos descriptos. Las letras marcan
diferencias significativas entre el alto de la fase positiva de las waveforms (@)ahelde valle de los ACGs.

Otra caracteristica fisioldgica que se evalla en las neuronas registradas extracelularmente
y que se suelen también considerar como marca identitaria de clases particulares, son los
autocorrelogramas (ACGs). Estos dan informaai@e como es el patrén de disparos de cada
neurona. Dado que la actividad de la mayoria de las neuronas registradas se ve afectada por
la presentacion de los estimulos, decidimos construir ACGs de cada una de las neuronas

excluyendo los periodos de estimacion visual. En la Figur&.12 panel B, se muestran los
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ACGs obtenidos. Se observo una gran coherencia dentro de cada grupo. Ademas, un
parametro sencillo como el ancho del valle del correlograma es suficiente como para
distinguir a los tres grupos. Cabeéestacar que la caracteristica de disparos en rafagas de las
BLG2 y LCDC no s6lo se observa en la cuantificacién de los trenes de disparo, sino en los

picos agudos obtenidos en los ACGs.

El poder clasificar neuronas utilizando el perfil de respuesta a disttos estimulos sumado
a que los grupos armados con esta clasificacion presentan otras caracteristicas coherentes
entre si como la actividad regular o en rafagas, la forma de los spikes y A3G Fig.3.11,

Fig.3.12) refuerza la idea de que es posible gistrar LGs y LCDCs con esta metodologia.

Analisis de las interacciones entre neuronas

Como describimos en la introduccién general, El registro extracelular de multiples neuronas
en simultaneo posibilita el estudio de interacciones entre las mismdgBarth¢é et al., 2004)

En casi todos nuestros registros realizados se pudieron distinguir y clasificar spikes de mas
de una neurona Fig.3.6). En los 27 registros realizados en esta parte del trabajo hay 155
pares de neuronas. Para evaluar si dos neuronas presentan una posible interaccion se
utilizan correlogramas cruzados (CCGs en inglés). Los CCGs nos muestran la frecuencia de
disparo de unaneurona (neurona evaluada) antes y después de que la otra neurona dispare
(neurona centrada). Un aumento o disminucién en la frecuencia de disparo de la neurona
evaluada a los pocos milisegundos de los disparos de la neurona centrada sugiere una
sinapsis excitatoria o inhibitoria respectivamente, donde la neurona centrada es
presindptica y la evaluada es postsinptica. Si el cambio en la frecuencia se observa antes
de los disparos de la neurona centrada entonces la neurona evaluada es presinaptica y la

neurona centrada postsinaptica.
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Analizamos los CCGs entre todos los posibles pares de neuronas en cada uno de los 27
experimentos (a Fig. 36" | OAOOOA AOAT OT O OACEOOOI O 1T AOOOE
unidades), al igual que con los ACGs los CCGs fueron coitgts excluyendo los momentos

de estimulacién visual, ya que estos podrian estar produciendo que dos de las neuronas

registradas disparen muy cerca en el tiempo y se genere un pico en el correlograma que solo

se debe a la sincronizacion de actividad poalpresentacién del estimulo visual y no a una

interaccion entre las dos neuronas.

Para evaluar qué fraccion de los 155 pares de neuronas mostraban interacciones se
realizaron una serie de andlisis sucesivos que fueron descartando los CCGs sin
interacciones. Primero se descartaron todos los CCGs gue no muestren ningun bin encima
o debajo de lo esperado por la frecuencia de disparo de la neurona evaluada (medgaSD)

en los 10ms previos y posteriores al disparo de la neurona centrada. Setenta y siete de los
155 CCGs cumplieron esta condicién y fueron incluidos en el paso siguiente. Luego se realizd
una inspeccién visual de cada uno de los 77 CCGs para eliminar CCGs con pocos spikes o con
CCGs muy heterogéneos, dejando 33 CCGs. Finalmente se realiz6 un andisJittering
(Fujisawa et al., 2008) En breve este andlisis consiste en correr cada spike un tiempo al azar
entre -5ms y +5ms mudltiples veces para obtener un CCGs promedio y desvio estandar. Se
simulé el Jittering 1000 veces para cada CCGs y se tomévamente como criterio de
interaccion la presencia de bines por encima o debajo de la media3 SD. Este andlisis
mostrd interacciones en 21 CCGs. Se obtuvo entonces que el 13.6% de los 155 pares de

neuronas registrados mostraban CCGs compatibles conérdcciones sinapticas.

La gran mayoria de las interacciones encontradas correspondian a neuronas sobre cuya
identidad no tenemos informacion previa. Sin embargo, hay neuronas BLG2 y MLG2
involucradas en algunas de las interacciones que se observardfid.3.13). En un registro

se observo a la BLG2 siendo inhibida por otra neurona no identificada (N12), evidenciada
como una caida en la frecuencia de disparo de la BLG2 luego de los disparos de la NI2. En

otro registro se encontré6 una interaccioén excitatoria @ la BLG2 hacia una neurona no
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clasificada (NI1). Ademés, en este registro la BLG2 fue registrada en simultaneo con la
MLG2. El CCG obtenido de ambas muestra una interaccién compleja. Primero se ve un
aumento de la frecuencia de disparo de la BLG2 sosteaidn el tiempo luego de los disparos

de la MLG2. Un andlisis en una escala de tiempo mayor muestra que la MLG2 pareceria estar
inhibida por los disparos de la BLG2, aunque esta interaccion no parece ser directa
considerando la escala temporal. Estos resalos, aunque escasos para sacar conclusiones
definitivas, representan la primera evidencia de la existencia de un circuito entre las LGs.

Este también es el primer resultado que indica que las BLG2 podrian ser neuronas

excitatorias.
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Fig.13. Ejemplos denieracciones. Se muestran tres ejemplos de interacciones entre neuronas. En la columna
estan los ACGs de las neuronas centradas (celeste), en la del medio los de las neuronas evaluadas (naranja)
derecha se muestrdos CCG@ris). El trazo sobre cada correlograma corresponde a un suavizado con una ven
tres bines de ancho.
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Discusion

En los ultimos 20 afios los estudios sobre los mecanismos neuronales que subyacen el
procesamiento de la informaddn visual en el cangrejo Neohelice se realizaron
principalmente utilizando registros intracelulares (Tomsic et al., 2017) Esta metodologia
habilit6 la obtencion de informacion fisiolégica y morfolégica que permitié la
caracterizacion de neuronas gigams de la I6bula (e.g. Medan et g2007). Estas neuronas
estan propuestas como elementos fundamentales del circuito neuronal que se encuentra
detras de comportamientos guiados visualmente como es el escape frente a un predador
(Tomsic et al,2017). De heho, se ha propuesto que el microcircuito de las LG constituiria
un nodo de procesamiento y toma de decisidn de respuestas comportamentales a estimulos
visuales (Tomsic, 2016). Sin embargo, la informaciéon que se tiene sobre las posibles
interacciones entrelas LGs es escasa e indirecta. El estudio de varias de estas neuronas en
simultaneo resulta necesario entonces para entender el funcionamiento de dicho circuito.
En este capitulo describimos los primeros registros extracelulares de multiples neuronas
utilizando tetrodos en el cangrejoNeohelice Se demostr6 la posibilidad de identificar a las
LGs en base a su respuesta a estimulos visuales y se establecieron nuevos paradmetros que
sirven a esta clasificacion. Ademas, se demostro la posibilidad de estudiateracciones

entre neuronas en un mismo registro.

El registro simultaneo de multiples neuronas en un mismo electrodo hace necesario el
establecer una metodologia que permita distinguir spikes de diferentes neuronas. Clasificar
incorrectamente los spikespuede llevar a conclusiones erréneas al estudiar la respuesta de
las neuronas a diferentes estimulogHill et al., 2011). Siendo este el primer intento de
utilizar esta técnica en este modelo y que los algoritmos que hay disponibles estan
desarrollados para neuronas de vertebradosdecidimos adoptar un criterio estricto a la
hora de aceptar a un clister de spikesomo pertenecientes a una neurona (ver mas arriba).

Aun con este criterio se pudieron registrar 3.4 neuronas por animal. Este nimero es
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comparable alos 2.7 neuronas por animal obtenidas en una preparacién similar en

cucarachagGuo & Ritzmann, 2012)

La posibilidad de tefiir neuronas con los registros intracelulares permite su identificacion

en base a la morfologia y ubicacién. Consecuentemente esto permite construir perfiles de
respuesta a estimulos visuales de los distintos tipos neuronales con mucleteza de que

las neuronas que se incluyen en cada grupo estan bien clasificadas. Se pudieron utilizar
estos perfiles de respuesta para clasificar las neuronas obtenidas con los registros
extracelulares de manera exitosa, identificando neuronas del tipo B2, MLG2 y LCDC.
Ademas, los grupos formados utilizando este criterio también mostraron ser consistentes
en otras caracteristicas fisiolégicas, como las forma de los spikes y los ACGs. Este resultado
no sélo valida la clasificacion en base a los PSTHgsijue muestra que la forma de los spikes

y los AGCs son buenas herramientas de clasificacion de neuronas para futuros

experimentos.

A pesar de la clara coincidencia general entre los perfiles de respuesta de los grupos
obtenidos a partir de registros intray extracelulares, se observaron también algunas
diferencias. Al igual que se observé en saltamontéBhavsar et al., 2015) las frecuencias de
disparo de los grupos obtenidos a partir de registros intracelulares son en general un poco
mas elevadas que re los grupos obtenidos de registros extracelularesHg. 3.9). Hay tres
factores que podrian estar contribuyendo a esta diferencia. Primero, neuronas cémo la
MLG2 y BLG2 tienen una tasa de disparos elevada (>50Hz en el promedio, con frecuencias
de disparoinmediatas que pueden estar muy por arriba de los 100Hz) cuando responden a
estimulos fuertes como un looming. Esta tasa de disparo puede generar que el potencial de
membrana de la célula no tenga tiempo de volver a el de reposo antes del siguiente spike,
deformando asi los mismos (e.g: Medan et 007 Fig.3.6 I). Esta deformacién no complica

la determinacion de potenciales de accidn en registros intracelulares, pero si lo hace en

registros extracelulares, puesto que la formacion del cluster de spike® dina unidad se
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MLG1 y BLG1 son neuronas mas pequefi@®erén de Astrada et al., 2001; Medan et al.,
2007), con multiples unidades en cada l6buléMedan et al., 2015; F. Scarano et al., 2018;
Sztarker et al., 2005)que las MLG2 y BLG2, de las cuales no hay evidencia hasta ahora de
que haya mas de una unidad por Iébula. Al tener mayor tamafio, resulta sndrobable que

los electrodos caigan cerca de la MLG2 y BLG2 y que sus spikes sean lo suficientemente
grandes como para discriminarlos del ruido en comparacion a las MLG1 y BLG1. Finalmente,
los algoritmos de clasificacion de spikes utilizan métodos estadicos. Estos métodos
pierden potencia cuando baja el nimero de spikes a analizar. La MLG1 es una neurona
silenciosa la mayoria del tiempo, que dispara solamente cuando se presentan estimulos
visuales en pantalla (Medan et al2007), momento donde el ruid del registro es mas
grande y los spikes estdn mas deformados (ver arriba). Es mas dificil entonces que los
algoritmos de clasificacion puedan agrupar los spikes de esta neurona en comparacion a
otras cuya actividad no evocada por estimulos visuales es sélevada. Aun asi en dos
registros se pudieron identificar neuronas MLG1. La cantidad de neuronas no es suficiente
COmo para armar un grupo y caracterizarlo como se hizo con otras neuronas en la tesis, pero

si muestra que es posible registrarlas con esteétodo.

Al igual que con las MLG1, se registraron multiples neuronas con respuestas claras y
repetibles a los distintos estimulos visuales, pero en cantidad insuficiente como para
agruparlas y describirlas. De todas maneras, esto muestra el potencial déaemetodologia
para describir nuevas neuronas. Por ejemplo, se registr6 una neurona gque responde
excitdndose frente a un cuadrado grande en movimiento e inhibiéndose frente a cuadrados
pequefios. Esta neurona podria estar involucrada en la discriminacion dbjetos grandes y
pequefios, asociadosa los comportamientos de escape y captura respectivamente. La
evocacion y ejecucion de estos comportamientos es otra linea de interés que se esta
desarrollando en el laboratorio(Gancedo et al., 2020)Otro ejemplo es una neurona que
responde intensamente a la aparicién de un patrén de barras verticales, pero poco a su

movimiento. En los Ultimos afos, se realizaron experimentos de preferencia de lugar
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contrastando espacioscon barras verticales contra espacios lisos(Klappenbach et al.,
2021), estos experimentos muestran que los animales no son indiferentes a patrones

visuales estacionarios

Los registros intracelulares dedos neuronas en simultdneo son posibles en el cangrejo. En
nuestro laboratorio se pudo realizar este tipo de registros de pares de neuronas LGs con
relativa facilidad. En esas condiciones no se logré encontrar evidencias de comunicacion
directa entre LGs de las l6bukade ambos lados del cerebr@F. Scarano et al., 2018; F. M.
Scararo, 2018). Nunca se intentd adn registrar simultdineamente de forma intracelular LGs
de la misma l6bula. Por el otro lado, se pudo estudiar la actividad masiva de las neuronas de
los neuropilos 6pticos utilizando tinciones fluorescentes (Bengochea et al.,2018;
Ber6nde Astrada et al.,, 2013) Esta metodologia, aunque exitosa para describir otros
aspectos de la fisiologia de los neuropilos, no permite establecer conexiones funcionales
entre neuronas individuales Los resultados obtenidos con registros exdicelulares
mostrados en este capitulo revelan que se pudieron observar mas de 20 posibles
interacciones sinépticas. Varias de estas interacciones involucran a la neurona BLG2, siendo
esta la primera evidencia que obtenemos sobre las posibles conexiones detuito que
conforma. Ademas, se demostr6 que es posible estudiar a mas de un tipo de LG en
simultaneo y se observd una posible interaccién entre la MLG2 y la BLG2. El estudio del
circuito que conforman las LGs en la l6bula del cangrejo es hace afios dedos objetivos

del laboratorio (Medan et al., 2015; D. Oliva & Tomsic, 2014, 2016; Tomsic et al., H31g)

metodologia probd ser una excelente herramienta para poder avanzar sobre ese obijetivo.

A pesar de que existen algunos antecedentes exitososlamdaptacion de esta metodologia
a invertebrados (Brill et al., 2014; Guo et al., 201436lo encontramos dos ejemplos donde
los investigadores intentaron identificar neuronas ya caracterizadas. En 2015 Bhavsar y
colaboradores (Bhavsar et al., 2015)aplicaron esta técnica para registrar neuronas

auditivas en saltamontes. Al igual que en el cangrejeohelice los investigadores contaban
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con una buena caracterizacion morfologica y fisiolégica de las neuronas obtenida mediante
registros intracelulares. $n embargo, a diferencia de lo expuesto en este capitulo, los
investigadores encontraron diferencias notables entre las neuronas registradas intra y
extracelularmente, dificultando su clasificacion. Sélo encontramos una publicacion
siguiendo a estgBalvantray Bhavsar et al., 2017p6nde contindan con el uso de la técnica.
En este trabajo la clasificacion de las neuronas se realiza en base a la posicion del electrodo
y no se las clasifica dentro de los grupos ya caracterizados mediante registros intradaias.

Por otro lado, recientemente(Beetz et al., 2022)se lograron registros extracelulares en
mariposas monarca. En este trabajo se logré registrar neuronas previamente descriptas
asociadas a la navegacion. Ademas, se pudieron realizar los registros los animales en un
simulador de vuelo, permitiendo entender como afecta las acciones del animal a la actividad
de las neuronas. Estos antecedentes muestran la potencia de poder estudiar a las mismas
neuronas intra y extracelularmente. Mientras que los egistros intracelulares proveen
informacién fisiolégica mas detallada y dan la posibilidad de estudiar la morfologia de las
neuronas, los extracelulares nos permiten estudiar esas mismas neuronas en contextos mas
ricos, abriendo asi la puerta a experimen® mas complejos que nos permitan entender

mejor el funcionamiento los circuitos neuronales.

Los resultados alcanzados que se muestran en este capitulo constituyen un paso
fundamental hacia el objetivo de méxima de la tesis: Registrar la actividad de lasldén el
animal en movimiento. La buena estabilidad mecanica de los registros obtenides el
animal fijo ofrecid una perspectiva promisoria para aventurarnos en la realizacién de
experimentos con el animal moévil. En el siguiente capitulo de la tesis, sesdribe como se
adapté esta metodologia a experimentos en la crabola y qué relacién tienen estas neuronas

con los movimientos del animal.
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