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Capítulo 1: Introducción general 

registran los movimientos que el animal transfiere a la esfera. Para el estudio de la respuesta 

de escape el estímulo visual más utilizado es una representación en 2D de un objeto que se 

aproxima en trayectoria de colisión (denominado looming, Oliva & Tomsic, 2012). En este 

ÅÓÔþÍÕÌÏ ÓÅ ÓÉÍÕÌÁ ÅÎ ÌÁ ÐÁÎÔÁÌÌÁ ÅÌ ÔÁÍÁđÏ ÁÎÇÕÌÁÒ ɉʃɊ ÄÅ ÕÎ objeto virtual de un tamaño 

dado (l) que se aproxima a velocidad constante (v). El uso de un estímulo virtual (en 

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

velocidad, tamaño, -posición, contraste del estímulo para poder realizar experimentos 

dónde se compara la respuesta a diferentes estímulos. 

Fig. 1.3. En A y B esquema general de la crabola. En A) renderizado de -la crabola con sus componentes. En este ángulo 
se ve uno de los dos mouse (verde), la pelota y su cuenco (blancos), el cobertor que protege los componentes 
electrónicos y simula ser el suelo (negro) y el brazo pescante de acrílico que toma al cangrejo por encima de la esfera 
(conectado con una verilla al poste marrón de la derecha). En B) esquema de la vista superior de la crabola en el que 
se distinguen ambos mouse (verde) y se ve la posición de los cuatro monitores que se pueden utilizar. En C y D el 
estímulo de looming en la crabola. C) Esquema general de un experimento de respuesta de escape en la crabola. D) 
Esquema detallado del funcionamiento de un estímulo de looming. Se detallan el tamaño del objeto virtual (l), el 
tamaño del objeto en la pantalla (lpantalla), el tamaño angular del estímulo (̒), la distancia virtual del objeto en un 
momento dado (x(t)), la velocidad del objeto (v) y la distancia entre el ojo del cangrejo y la pantalla (xojo-pantalla). 
Esquemas adaptados de Diaz-Guastavino, 2020 (A y B) y de Oliva & Tomsic, 2012 (C y D). 
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En Oliva (2010) se realizó una descripción detallada del comportamiento del animal en este 

tipo de experimentos. Cuando el animal está caminando sobre la crabola y se le presenta un 

looming hay cuatro etapas comportamentales claramente distinguibles. Antes de la 

expansión del looming y en los primeros instantes de expansión el animal sigue caminando. 

Luego, la caminata es interrumpida,  de acá en adelante referido como comportamiento de 

freezing, para luego dar inicio al escape aumentando s-u velocidad conforme el estímulo se 

expande (representando que el objeto se acerca) para finalmente, comenzar una 

desaceleración que inicia inmediatamente después de que el looming terminó de 

expandirse (Fig. 1.4). En el caso de que el cangrejo haya estado inmóvil cuando se presentó 

el estímulo, no hay caminata previa y en el período que correspondería al freezing no 

podemos distinguir si el animal está inmóvil porque está realizando un freezing activo o 

porque está ignorando al estímulo. 

Fig. 1.4. Etapas del escape del cangrejo frente a un looming. En el panel de arriba se muestra un ejemplo de 
respuesta de escape y se marcan las distintas fases comportamentales: La caminata inicial (C), el freezing (F), el 
escape (E) y la desaceleración (D). En el panel de abajo se muestra el tamaño angular del looming durante el 
experimento. Se marcan en color el período en el que el estímulo está estático en su tamaño inicial (azul), el período 
de expansión (rojo) y el período final dónde el estímulo esta estático en la máxima expansión (negro). Adaptado de 
Oliva 2010. 
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Para caracterizar qué parámetros del estímulo son los que el animal utiliza para decidir 

cuándo escapar y a qué velocidad se realizaron experimentos con loomings de diferentes 

dinámicas. Se encontró que los animales inician el escape cuando el estímulo tiene un 

aumento del tamaño angular de 7°, independientemente de otros parámetros visuales del 

estímulo como la velocidad y tamaño angulares inicial (Oliva & Tomsic, 2012). 

Los resultados de estos experimentos fueron utilizados para establecer un modelo 

matemático que describe la velocidad del cangrejo (una vez iniciada la etapa de escape) en 

función del aumento de tamaño y velocidad angular del estímulo. La descripción detallada 

del comportamiento de escape en la crabola fue fundamental para entender qué parámetros 

de la imagen de un objeto que se acercan son tenidos en cuenta por el animal para decidir 

el momento, la velocidad y la dirección de su escape, como así también para identificar qué 

neuronas podrían estar involucradas en su regulación (detallado más adelante). 

La respuesta de escape a estímulos looming se estudia en otros modelos invertebrados, 

cómo la langosta, la langosta de río (crayfish) o la mosca de la fruta (de Vries & Clandinin, 

2012; Hatsopoulos N. et al., 1995: Edwards et al., 1999). En la langosta el escape se da con 

un salto impulsado por las patas traseras, en la langosta de rio con un coletazo que la aleja 

(tailflip en inglés) y en la mosca mediante el despegue para volar. Estos modelos presentan 

una respuesta de escape balística, es decir que, una vez iniciada la respuesta, esta se ejecuta 

en su totalidad. En el caso del cangrejo el escape está bajo regulación visual constante, en 

todo momento los cambios en la velocidad o posición del estímulo generan ajustes en la 

velocidad o dirección del escape (Medan et al., 2015; Oliva, 2010). 

Para probar el control sobre la velocidad se realizaron experimentos dónde se presentaba 

un looming al cangrejo, pero se detenía su expansión antes de que este llegue a su tamaño 

final. Se demostró que durante el escape el cangrejo está constantemente evaluando al 

estímulo y que en el momento en el que este detiene su expansión el animal empieza a frenar 

(Fig. 1.5 A). Para probar el control de la dirección se estimuló al cangrejo sobre la crabola 

con un objeto que se movía fuera de la trayectoria de colisión, es decir que se movía 
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tangencialmente, pasando a unos centímetros del animal en su punto de la trayectoria más 

cercano. Se observó que el cangrejo corregía la dirección del escape para que esta sea 

siempre en dirección opuesta a la posición en la que se encontrara el objeto (Fig. 1.5 B). 

Cabe aclarar que este tipo de control direccional se observó en experimentos de lazo 

abierto, donde al animal no se le permitía rotar, por lo que solo el mecanismo de control de 

dirección traslacional del animal, pero no el rotacional, se encontraba operativo (Land & 

Layne, 1995). 

Mientras que, en modelos como la langosta, el crayfish o 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 análisis y la interpretación de los resultados. Además, la regulación 

constante de la respuesta en función de cambios de posición y velocidad del estímulo lo 

distingue de los otros modelos utilizados, haciendo que el cangrejo brinde oportunidades 

singulares para estudiar la organización y el control neural de los comportamientos de 

evitación de colisión de objetos.  
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Fig. 1.5. A) Control de la velocidad de escape. Se muestra la velocidad de escape del cangrejo para un que se detiene 
a diferentes momentos de la expansión (Adaptado de Oliva 2010). B) Control de la dirección de escape. Se muestra 
que frente a un estímulo de trayectoria tangencial que se mueve entre las posiciones P1 y P2 (izquierda) el animal 
corrige constantemente la dirección del escape (trazo rojo) para que esta sea a 180° de la posición angular del 
estímulo (trazo celeste). 
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Neuronas gigantes de la lóbula en la respuesta de escape 

En el sistema nervioso del cangrejo se pueden destacar tres grandes centros nerviosos: El 

ganglio toráxico, el ganglio supraesofágico y los lóbulos ópticos. Estos últimos están 

constituidos por un conjunto de regiones cerebrales ubicadas dentro de cada pedúnculo 

ocular, mientras que el ganglio sufraeofágico está sobre el esófago en una posición 

anteroventral y el toráxico en posición ventral en el centro del animal (Fig. 1.6). A grandes 

rasgos, el ganglio toráxico tiene principalmente funciones motoras y vegetativas, el 

supraesofágico motoras y sensoriales y los lóbulos ópticos integran información sensorial 

de varias modalidades y tienen funciones endócrinas (Sandeman et al., 1993).  

Fig. 1.6. A) Esquema del sistema nervioso del cangrejo. Se representa una vista dorsal de los principales centros 
nerviosos del cangrejo aislados, dónde se destacan el ganglio torácico, los conectivos circumesofágicos (CC), el ganglio 
supraesofágico, el tracto protocerebral (TPC) y los lóbulos ópticos. En los lóbulos óticos se detallan el protocerebro 
lateral (PcL), la lóbula plate (LoP), la lóbula (Lo), la médula (Me) y la lámina (La). B) Vista lateral dónde se esquematiza 
la posición los centros nerviosos detallados en A en el cuerpo del cangrejo. La orientación en A) es: A: Anterior; P: 
Posterior; I: Izquierda; D: Derecha. La orientación en B) es: A: Anterior; P: Posterior; D: Dorsal; V: Ventral. Las barras 
de escapa son de 500µm en cada panel. Esquema adaptado de Scarano, 2018. 
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Dentro de los lóbulos ópticos existen 4 neuropilos fácilmente distinguibles. El más 

periférico es la lámina, seguida de la médula, que a su vez es seguida por la lóbula y lóbula 

plate y finalmente el protocerebro lateral. 

La ubicación anatómica de los lóbulos ópticos los vuelve de fácil acceso para experimentos 

electrofisiológicos (Berón de Astrada et al., 2001). En las últimas dos décadas se describió, 

entre otras, a un grupo de neuronas gigantes en la lóbula con una alta sensibilidad a 

estímulos visuales en movimiento (en contraste con cambios de intensidad lumínica). 

Primero se demostró que la respuesta de estas neuronas a estímulos visuales de peligro 

tiene la misma dinámica de habituación que la respuesta comportamental. Esto se vio tanto 

en entrenamientos masivos (1 minuto entre estímulos) que sólo generan memoria a corto 

plazo cómo con entrenamientos espaciados (3 minutos entre estímulos) que general 

memoria a corto y largo plazo (Fig. 1.7 A y B, Tomsic et al., 2003). Esto posicionó a estas 

neuronas como candidatas para estar involucradas en el procesamiento de la información 

visual involucrado en la respuesta de escape de este animal. 
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Fig. 1.7. Neuronas Gigantes de la Lóbula. A) Respuesta comportamental (cuadrados blancos) y neuronal (círculos 
negros) a un estímulo visual de peligro presentado cada un minuto y testeado a las 24hs. B) Respuesta 
comportamental (cuadrados blancos) y neuronal (círculos negros) a un estímulo visual de peligro presentado tres 
minutos y testeado a las 24hs. Se muestra la morfología (primera fila) de los cuatro tipos de LGs. Se muestra su 
respuesta a: Un pulso de luz de 1s de duración indicado por una barra horizontal debajo del registro (segunda fila); 
Un objeto en movimiento indicado por la barra negra horizontal (1,6s de duración, tercera fila); Un estímulo looming 
de 3.36s de duración, indicado por el sombreado gris en cada trazo (cuarta fila). Adaptado de Scarano, 2018. 
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 Posteriormente, estas neuronas fueron descriptas en mayor detalle y se las denominó 

neuronas gigantes de la lóbula (LGs por Lobula Giant en inglés, Fig. 1.7C, (Medan et al., 

2007). Por su morfología se las clasificó 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 2 en inglés). 

Todas estas neuronas tienen su árbol dendrítico en la lóbula y proyectan sus axones por el 

tracto protocerebral presumiblemente hacia regiones premotoras. Además, tres de ellas, la 

MLG1, MLG2 y BLG2 también arborizan en el protocerebro lateral (Fig. 1.7C, primera fila, 

columnas 1, 2 y 4). A continuación, se detallan las características de estas neuronas y el rol 

que actualmente se les adjudica en la respuesta de escape del cangrejo. En la Figura8 se 

muestra la respuesta promedio cada una de estas clases de neuronas a un estímulo de 

looming.  

 

Fig. 1.8. Respuesta de las diferentes LGs a un estímulo de looming. Se muestra la frecuencia de disparo promedio (fdisp) 
de cada una de las LGs frente a un looming con parámetros l = 17cm, v = 142cm/s. Las cabezas de flecha negras 
indican el momento del inicio de la expansión del estímulo. El número de neuronas promediadas para cada clase de 
LG es para las MLG1 = 27, MLG2 = 74, BLG1 = 7 y para las BLG2 = 27. Adaptado a partir de datos de Oliva (2010). 
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Entre las LGs, las MLG1 son la de campo receptivo y árbol dendrítico más reducido. Se 

encuentran 16 de estas neuronas distribuidas a lo largo del eje mayor de cada lóbula, de 

modo que en su conjunto el sistema de las MLG1 procesa información de los 360° del campo 

visual del animal. La neurona MLG1 no tiene actividad espontanea, tiene una respuesta muy 

intensa en la etapa de expansión rápida del looming y deja de disparar en cuanto el looming 

termina de expandirse (Fig. 1.8). Tienen un campo receptivo fisiológico de 

aproximadamente 35 en el plano vertical y de 120° en el horizontal, debido a que en este 

último plano los campos receptivos de elementos MLG1 vecinos se solapan entre sí y tienen 

conexiones eléctricas (Medan et al., 2015). Estas propiedades la vuelven una candidata ideal 

para codificar la posición angular de los estímulos en movimiento de manera poblacional. 

Esta información es necesaria para poder determinar la dirección de la respuesta de escape 

frente a un estímulo de peligroso (Fig. 1.5B, Medan et al., 2015) aunque también podrían 

estar implicadas en la ubicación espacial de otro tipo de objetos, como presas y 

conespecíficos. El campo receptivo relativamente pequeño de estas neuronas también llevó 

a proponer que pudieran estar involucradas en el inicio y ajuste de la velocidad del escape 

a estímulos looming, pero no en las etapas más tardías, dónde el estímulo supera los 35° de 

tamaño angular (Oliva & Tomsic, 2014). 

La BLG1 es una neurona con un campo receptivo amplio pero heterogéneo, con áreas 

inhibitorias y excitatorias, por lo que la respuesta de estas neuronas varía mucho con la 

posición del estímulo, principalmente en el eje vertical. Responde al looming con un 

aumento en la frecuencia de disparos que se acelera a medida que se aproxima el estímulo. 

Una vez que el looming deja de expandirse esta neurona se mantiene activa (Fig. 1.8). La 

caracterización de registros axónicos y dendríticos de estas neuronas en conjunto con 

tinciones mostró que son binoculares, es decir que responden a estímulos vistos 

exclusivamente tanto por el ojo ipsilateral como por el ojo contralateral al lado de registro. 

Coincidente con esto, sus proyecciones llegan hasta la lóbula contralateral (F. Scarano et al., 

2018). Esta neurona también integra información mecanosensorial, ya responde a toques 
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suaves con un pincel en las patas. Dada la heterogeneidad de su campo receptivo en el eje 

vertical, podría estar codificando la elevación del estímulo, un parámetro clave en el entorno 

natural del cangrejo para distinguir presas de predadores (Fig. 1.2). 

La MLG2 posee un campo receptivo anatómico y fisiológico que abarca los 360° y es 

relativamente homogéneo. Parece existir sólo un elemento de esta neurona en cada ganglio 

óptico. Además de la respuesta a estímulos visuales muestran una clara respuesta a 

estímulos mecánicos en la patas. Esta neurona tiene una respuesta intensa frente al 

movimiento y se hiperpolariza cuando el estímulo se detiene (Fig. 1.7, segunda columna, 

filas 3 y 4, Fig. 8). Además, frente a un looming la frecuencia de disparo de esta neurona 

acompaña a la expansión del estímulo. Estas características vuelven a esta neurona una 

candidata ideal para codificar parámetros visuales de objetos que se acercan, como 

estímulos de peligro. El campo receptivo amplio y homogéneo hacen que esta neurona 

responda de forma confiable a estímulos visuales sin importar la posición angular de los 

mismos. Se demostró que esta neurona codifica la velocidad angular del looming (velocidad 

de los bordes) utilizando las diferentes dinámicas de looming mencionadas en la 

descripción del comportamiento. Esto llevó a reemplazar a la velocidad angular del estímulo 

en el modelo descripto en Oliva & Tomsic, 2012 por la frecuencia de disparo de la MLG2 y 

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

utilizadas (Fig. 1.9). 
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Finalmente, la BLG2, es la más 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 lóbula y responden a estímulos mecánicos en las patas. A 

diferencia de la MLG2, esta neurona es muy sensible al inicio de la expansión del looming, 

su actividad decae a medida que aumenta el tamaño y/o la velocidad angular del estímulo y 

vuelve a tener un pico de actividad en el momento en el que el looming termina de 

expandirse (Fig. 1.8). La activación temprana de esta neurona lleva a pensar en que podría 

estar involucrada en las primeras etapas de la respuesta al looming, particularmente en el 

comportamiento de freezing. Estudiando la respuesta de esta neurona a las diferentes 

dinámicas de looming utilizadas en los experimentos comportamentales se observó que en 

 
Fig. 1.9. Velocidad de escape predicha por el modelo descrito en Oliva & Tomsic, 2016 frente a un looming 
reemplazando la velocidad angular del looming en el modelo por la frecuencia de disparo de la MLG2. Se muestran 
la velocidad de escape experimental (gris) y predicha por el modelo (rojo) para estímulos de diferente tamaño (l, 
columna izquierda) y velocidad (v, columna derecha). Debajo de cada respuesta comportamental/modelada se 
encuentra la velocidad angular (d̒, línea de puntos) y tamaño angular (,̒ línea negra llana). La línea de puntos 
vertical indica el inicio de la expansión del estímulo. 
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los momentos dónde el animal entra en freezing esta neurona está muy activa, mientras que 

cuando el animal empieza a correr la actividad de esta neurona está en declive. También se 

observó que para las diferentes dinámicas de looming la actividad de la BLG2 es 

sobrepasada por la de la MLG1 y BLG1 justo antes de que se inicie el escape (Oliva, 2010). 

Esto generó en el laboratorio la hipótesis de que podría existir una inhibición recíproca 

entre la BLG2 y las otras LGs, y que esa inhibición esté regulando si el animal está realizando 

el comportamiento de freezing o iniciando el escape. 

Es importante remarcar que para poder realizar estas comparaciones entre neuronas y 

comportamiento se combinaron resultados obtenidos de registros electrofisiológicos 

realizados con el animal inmovilizado con resultados comportamentales obtenidos en la 

crabola. La disposición idéntica de los monitores y el uso de los mismos estímulos en ambos 

experimentos permitió realizar esta comparación, que se realizó a partir de alinear los 

cursos temporales de ambas respuestas en función de las dinámicas de los estímulos. Más 

aún, los registros neuronales obtenidos son de neuronas individuales, por lo que en la 

comparación de actividades entre las diferentes LGs también se realizó comparando 

registros no simultáneos en animales distintos. Esto obligó a trabajar con respuestas 

promedio de múltiples ensayos comportamentales y neuronales en vez de analizar la 

correspondencia entre la actividad de las neuronas y la actividad motora del animal 

registradas simultáneamente. Al tratarse de registros electrofisiológicos individuales la 

comparación de la respuesta de las distintas LGs también fue hecha realizando promedios 

de actividad de neuronas registradas en distintos animales.  

Mediante los registros intracelulares podemos registrar no solo potenciales de acción y sino 

también cambios más sutiles en el potencial de membrana (EPSPs e IPSPs), lo que ayuda 

por ejemplo a distinguir si el registro se realiza más cerca del árbol dendrítico o del axón. 

Además, se puede inyectar intracelularmente un marcador fluorescente, de modo que se 

obtiene la identificación morfológica de la neurona registrada. El preparado de los animales 

ÐÁÒÁ ÅÓÔÏÓ ÒÅÇÉÓÔÒÏÓ ÅÓ ÂÒÅÖÅ ɉςπȭɊȟ ÎÏ ÒÅÑÕÉÅÒÅ ÁÎÅÓÔÅÓÉÁ Ù ÓÅ ÒÅÁÌÉÚÁ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÕÎÁ ÐÅÑÕÅđÁ 
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incisión en la cutícula para poder acceder al tejido nervioso. La posibilidad de registrar la 

respuesta de las neuronas a distintos estímulos con el animal despierto e intacto y luego 

identificarlas morfológicamente fue fundamental para la descripción de las LGs y otros tipos 

neuronales en el cangrejo. Por el otro lado, los registros intracelulares demandan una alta 

estabilidad mecánica. Esto los vuelve incompatibles prácticamente incompatibles con 

registros de animales en movimiento (con unas pocas excepciones, Hamaguchi et al., 2014; 

Long et al., 2010). Este tipo de registros permite obtener información de una sola neurona 

por electrodo, siendo los registros intracelulares dobles en un animal intacto un desafío 

difícil de lograr.  Registros dobles de LGs se realizaron en con electrodos ubicados uno en 

cada lóbula del cangrejo (F. Scarano et al., 2018), pero por dificultades estéricas nunca se 

intentó registrar simultáneamente dos neuronas dentro del mismo neuropilo. Por lo tanto, 

las posibles conexiones entre las LGs dentro de la lóbula no han sido aun exploradas 

mediante registros simultáneos. Resulta evidente entonces que hay que recurrir otra 

metodología para poder registrar neuronas con el animal en movimiento y múltiples 

neuronas en simultáneo.  

Métodos para el registro simultáneo de la actividad neuronal y comportamental 

La importancia de registrar la actividad de las neuronas del cerebro en condiciones lo más 

cercanas posibles a aquellas que evolutivamente determinaron su función, es decir en el 

animal entero y comportándose en su ambiente natural frente a estímulos biológicamente 

relevantes, es una de las 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 tecnológicas 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 aún posible. Varios estudios muestran que el funcionamiento de 

alguna neurona se modifica ostensiblemente cuando el animal, en lugar de estar fijado, 

puede realizar 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 medición del comportamiento dentro del laboratorio, de las complejas 

condiciones que definen en el ámbito natural de cualquier animal.  

Históricamente, la combinación de registros fisiológicos y comportamentales en simultáneo 

ha presentado un desafío metodológico importante. Actualmente existen algunos pocos 

organismos vertebrados en los cuales se pueden combinar registros fisiológicos de 

actividad neuronal y registros comportamentales en simultáneo. En humanos el 

electroencefalograma y la resonancia magnética funcional son las técnicas principales que 

se realizan en simultáneo con estudios 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 estás técnica se les suman 

los registros electrofisiológicos extracelulares, tanto de campo como para neuronas únicas 

(Brochier & Umiltà, 2007). En roedores (principalmente Mus musculus y Rattus norvegicus) 

también existe la posibilidad de realizar experimentos de visualización de calcio (ImCa) 

tanto en animales comportándose en una realidad virtual cómo moviéndose libremente 

(Barbera et al., 2019; Dombeck et al., 2010). En murciélagos y aves es posible realizar 

registros extracelulares con los animales en movimiento y hasta volando (Herbert et al., 

2020; Kothari et al., 2018). En larva de pez cebra se pueden realizar experimentos de ImCa 

con en una preparación dónde la larva tiene la cabeza fija en una placa de agarosa 

(Portugues et al., 2013) y 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 metodológicos que nos permiten generar e 

intentar responder preguntas sobre el rol de los distintos elementos neuronales en 

comportamientos específicos. 
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Dentro de las técnicas descriptas arriba podemos separar dos grandes familias, las técnicas 

asociadas a la visualización de calcio y las electrofisiológicas. Las primeras requieren algún 

tipo de marcador específico para un tipo neuronal para poder realizar registros de neuronas 

individuales mientras que las segundas no. Esto limita su aplicación en organismos 

invertebrados que no cuenten con el conjunto de herramientas moleculares que tienen D. 

melanogaster y C. elegans. Por eso, en los últimos años los registros extracelulares con 

tetrodos han comenzado a ser implementados en otros artrópodos. En cucarachas se 

desarrollaron registros con tetrodos en una arena dónde los animales podían moverse 

libremente (Guo et al., 2014) y recientemente se lograron registros con tetrodos en abejas 

(Rusch et al., 2021) y mariposas (Beetz et al., 2022) en un simulador de vuelo donde el 

animal permanece sujeto en un lugar mientras intenta desplazarse.  

Una limitación importante que caracteriza a los registros con electrodos celulares es la 

imposibilidad de determinar fehacientemente la neurona de la cual provienen los 

potenciales de acción que se registran, ya que no se cuenta con la posibilidad de teñirla 

intracelularmente. En tipo de neurona se definen entonces por su actividad espontanea o 

frente a estímulos. En el mejor de los casos, se trata de reconocimientos de clases de 

neuronas. Esto es así tanto en vertebrados, como en los estudios 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 únicas. En efecto, a partir del conocimiento que tenemos sobre la existencia de las 

neuronas gigantes de la lóbula y de sus preferencias de respuesta, visualizamos la 

posibilidad de poder identificar estas neuronas especificas en los registros extracelulares. 

De ser así, contaríamos con una ventaja no presente en otros modelos donde se realizan 

estos registros.  

En particular la BLG2 y MLG2 presentan características que las vuelven buenas candidatas 

para registrar y reconocer extracelularmente en experimentos de respuesta de escape. La 

presencia de un único elemento en cada neuropilo con un árbol dendrítico que abarca toda 
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la lóbula hace que sea probable registrarlas de manera frecuente.  Su campo receptivo 

amplio y respuestas características frente al looming las hacen fácilmente reconocibles. 

Finalmente, los roles que pensamos que tienen en el comportamiento de escape deberían 

ponerse fácilmente en evidencia en experimentos dónde podamos comparar la respuesta 

de estas neuronas y el comportamiento en ensayos individuales. 
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desarrollo de esta nueva metodología en el laboratorio pasó por distintas etapas de puesta 

a punto que implicaron pruebas y errores hasta alcanzar las condiciones adecuadas. 

Inicialmente se probó utilizar agujas entomológicas afinadas electrolíticamente (método 

ampliamente usado en crustáceos por Wiersma y colaboradores, e.j: Waterman & Wiersma, 

1963) y luego electrodos de tungsteno de 50 µm, 20 µm y 12µm en distintos arreglos 

(método ampliamente usado en mamíferos, (Buzsáki, 2004). Algunas de las primeras 

pruebas se realizaron en un ambiente muy reducido, con una caja de Faraday de eficacia 

limitada, sin una buena óptica y con un amplificador y sistema de adquisición de datos 

inadecuados. Estos intentos preliminares con resultados poco exitosos fueron valiosos en 

la medida en que nos permitieron ir conociendo los aspectos que debimos atender para 

logar registrar como finalmente conseguimos hacerlo.  A continuación, se detalla la 

construcción del implante que resultó exitoso.  

Sólo pudimos registrar señales neuronales claras utilizando tetrodos (4 electrodos 

enroscados, ver en métodos) de tungsteno de 12µm. 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 metálico (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 conector (Fig. 3.1). Un extremo del 

pin va a ser usado para sujetar el implante terminado desde el micromanipulador y el otro 

extremo es dónde se coloca la cánula que va a contener los electrodos. Se pega una cánula 

de 0.4mm (27G) de diámetro y 13mm de largo a uno de los extremos asegurándose bajo 

lupa de que quede perfectamente alineada con el pin. Esta estructura ahora nos permite 

tener buen soporte para manipular los electrodos en los siguientes pasos. 
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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 que va de la EIB hacia el amplificador ni los cables del conector. 

A continuación, se pasa por la cánula (entrando por el lado que apunte hacia la EIB) un 

electrodo de tungsteno de 50µm que va a funcionar como referencia. Luego se pasan entre 

uno y dos tetrodos de tungsteno de 12µm por la misma cánula. En el extremo de la cánula 

que se aleja de la PCB se cortan las puntas de los tetrodos en un bisel a 45º para facilitar la 

penetración del tejido. Una vez cortadas las puntas de ambos tetrodos se corrige la posición 

de ambos hasta que sus puntas queden distanciadas entre 50-100µm. A su vez, la distancia 

de los tetrodos se ajusta el electrodo de referencia para que su punta quede a 

aproximadamente 500µm (Fig. 3.1). Se pega todo el arreglo de electrodos con pegamento 

acrílico (La Gotita) cuidadosamente asegurándose 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 cánula para asegurar una trayectoria lineal al penetrar el tejido. 

Para conectar los electrodos se manipulan con pinzas finas de disección 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 separados de 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 así el contacto 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 último, se ajusta la impedancia de cada electrodo. Para ello sumergimos la punta del 

implante en una solución comercial para electrodeposición de oro (Neuralynx Gold Plating 

solution) que contiene una sal de oro (Au+1). En la solución también hay un alambre de 

hierro que va a funcionar cómo el ánodo de la reacción. Este alambre se conecta al polo 

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

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

solución sobre la punta del electrodo, dejando así una capa de nanopartículas de oro que 

mejoran la conductancia del electrodo (Ferguson et al., 2009). A continuación se mide la 

impedancia del electrodo recién dorado, si es todavía es muy alta ( >200KɱɊ ÓÅ ÖÕÅÌÖÅ Á 

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 

ÉÍÐÅÄÁÎÃÉÁ ÃÅÒÃÁÎÁ Á ρυπ+ɱȢ %Ì ÅÌÅÃÔÒÏÄÏ ÄÅ ÒÅÆÅÒÅÎÃÉÁ ÔÉÅÎÅ ÕÎÁ ÉÍÐÅÄÁÎÃÉÁ ÍÅÎÏÒ ɉςπ-

υπ+ɱɊ y no hace falta dorarlo. 

Preparado de animales 

Se sujetó al animal del caparazón con una pinza, dejando libre movimiento a las patas y 

quelas. Las quelas del animal se pegaron con una tira de goma y pegamento acrílico (La 

Gotita) para restringir su movimiento. Los pedúnculos del animal se pegaron con el mismo 

pegamento en su posición natural (aproximadamente a 50º del caparazón) y se los reforzó 

con una pequeña ménsula de aluminio ubicada entre la base del pedúnculo y la cavidad 

donde se retrae el pedúnculo ocular. Utilizando un pequeño taladro manual y una mecha de 

0.5mm se realizó un orificio en el costado medial del pedúnculo a la altura de la lóbula (1mm 

por debajo del borde de la retina Fig. 3.3 A-C). En los casos donde la membrana interna 
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quedó semi-intacta, esta fue removida con pinzas finas. Una vez limpio el agujero se lo 

humedeció con agua salobre para retrasar la coagulación de la hemolinfa. Rápidamente se 

trasladó al animal en la misma pinza hacia el set up de electrofisiología. Si este paso no se 

realizaba rápido la hemolinfa del animal se coagulaba, dificultando la correcta penetración 

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. 

Configuración del set up y colocado de los electrodos 

El set up consistió en un micromanipulador al costado izquierdo del animal inclinado a 45° 

para facilitar el acceso al lóbulo óptico a través del orificio realizado en el pedúnculo del 

animal (ver arriba). Frente al animal se ubicaban dos monitores orientados a 90° entre sí y 

a 45° del eje frontal del animal de modo tal que abarcaban aproximadamente un ángulo 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 y los monitores fueron montados sobre una mesa 

anti vibratoria suspendida en aire comprimido. Todos estos elementos estaban metidos 

dentro de una jaula de Faraday que cubría todos los lados menos la parte de atrás del animal, 

para permitir acceso al experimentador. La jaula en si estaba rodeada de una tela negra que 

tapaba la luz, dejando así a los monitores como única fuente de luz. 

Una vez realizado el orificio en el pedúnculo 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 que se observaban spikes. Normalmente se 

observa en ese momento un movimiento en el tejido que sugiere que el implante estaba 

presionando y recién ahí penetró dentro del lóbulo. Con la perilla micro se ajusta la posición 

hasta que las señales sean lo suficientemente grandes como para registrarlas. Antes de 

empezar a registrar se dejó estabilizar el electrodo por aproximadamente 10 minutos. 
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Protocolo de estimulación 

Los registros se iniciaron con un estímulo de cambio de contraste (ver más abajo, estímulo 

ȰÄȱɊȢ ,ÕÅÇÏ ÄÅ ÅÓÔÅ ÅÓÔþÍÕÌÏ ÓÅ ÒÅÇÉÓÔÒÁÒÏÎ ρπ ÍÉÎÕÔÏÓ ÓÉÎ ÅÓÔÉÍÕÌÁÃÉĕÎ ÖÉÓÕÁÌ ÃÏÎ ÌÏÓ 

monitores en blanco seguidos de cuatro rondas de presentación de todos los estímulos en 

orden aleatorizado y se terminó con otros 10 minutos sin estimulación visual con los 

Fig. 3.2. Configuración experimental. A) Foto tomada desde la parte posterior del animal del cangrejo con los ojos 
fijados a 50° y el electrodo insertado. B) ampliación del ojo en A, se indica la posición del electrodo (Ttd). C) Esquema 
de dónde se realiza el orifico para la colocación del electrodo y de la posición relativa de este con los neuropilos 
ópticos (La = lámina, Me = médula, Lo = lóbula, LPc = protocerebro lateral). D) Esquema del cangrejo en el set up 
frente a los dos monitores colocados a 90° entre sí. Se representan el vástago de acrílico (gris) del cual se toman los 
electrodos (marrón) y la pinza que sujeta al animal (azul). 
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monitores en negro (Fig. 3.3). Los primeros y últimos diez minutos se utilizaron para 

comparar niveles de actividad y forma de los spikes de las diferentes neuronas al inicio y 

final del registro de manera de poder, entre otras cosas, evaluar la estabilidad de los 

registros. Cada ronda de estímulos consistió en 12 estímulos de 4 diferentes categorías:  

a) Un cuadrado que se expande representando un objeto que se acerca, conocido en la 

literatura como estímulo looming. La dinámica de expansión de estos estímulos se suele 

definir por el cociente entre el tamaño del objeto simulado (l) y la velocidad simulada de 

aproximación (v), en nuestro caso la dinámica de expansión fue l/v 120ms (Fig. 2.3 fila de 

abajo a la izquierda). 

b) Dos cuadrados negros de 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 mitad de la altura de la pantalla (Fig. 2.3 fila de arriba a la izquierda), 

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

c) Seis cuadrados negros de 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 

que podían estar posicionados a ¼, ½ o ¾ de la altura de la pantalla (Fig. 2.3 fila de arriba a 

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

d) Dos patrone de barras verticales de 6x24cm que ocupan toda la pantalla y se mueven 

horizontalmente en uno u otro sentido a 18cm/s durante 15s, generando flujos ópticos 

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

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

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

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

un flujo óptico. Además, el tiempo entre dos estímulos looming siempre fue mayor a 10 
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presenten formas regulares asociadas a ruidos. Una vez terminado este proceso cada cluster 

pasa a ser considerado una neurona individual. 

 

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 desde que se graban hasta que se obtienen los clusters curados. A la 
derecha de cada etapa de datos se muestra el programa que se utiliza para procesarlos. Para claridad del esquema 
sólo se marcan los spikes de dos neuronas distintas. 
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Análisis de la respuesta frente a estímulos visuales 

Existen pocos antecedentes que utilizan esta metodología en invertebrados (Bhavsar et al., 

2015; Brill et al., 2014; Guo et al., 2014) y este fue el primer intento de utilizar tetrodos para 

registrar neuronas únicas en un crustáceo. Los registros extracelulares son particularmente 

afectados por los ruidos eléctricos de línea y ambientales debido a la baja amplitud de las 

señales biológicas que se obtienen (decenas de µV, más adelante en Fig. 3.6). Al igual que las 

señales neuronales los ruidos eléctricos pueden tener dinámicas 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 

cómo neuronas. La manera de hacer esto fue evaluar que la respuesta de las neuronas sea 

consistente y particular para cada estímulo. Es decir, que cada neurona mantenga su patrón 

de respuesta para cada estímulo. Para esto se construyeron histogramas periestímulo 

(PSTH) para las diferentes neuronas y estímulos (Fig. 3.5). Se observó que individualmente 

cada neurona mostraba respuestas consistentes a la repetición del mismo estímulo y 

respuestas distintas para diferentes estímulos. Por otro lado, las respuestas a un mismo 

estímulo variaban entre distintas neuronas. En la Figurase 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 acompaña a la expansión 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 expansión. Finalmente, la tercera neurona no responde a ninguno de estos dos 

estímulos en ninguna de las repeticiones. Con este tipo de análisis y resultados nos 

aseguramos de que efectivamente las señales registradas provienen de neuronas.  
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Fig. 3.5. Ejemplos de respuestas de neuronas registradas. Se representan tres neuronas distintas respondiendo a un 
cuadrado en movimiento (azul) y a un looming (rojo). Ambos estímulos empiezan a moverse a los 0s. El sombreado 
azul representa el tiempo de movimiento del cuadrado y el sombreado rojo representa el tamaño angular del 
looming (angulo que subtiende a nivel del ojo del cangrejo). Sobre cada gráfico se representan los spikes obtenidos a 
cada una de las 4 repeticiones del estímulo como líneas verticales (raster). 
 

Construcción de correlogramas 

La especificidad de respuesta a distintos estímulos que presenta una neurona es de suma 

utilidad para identificarla, distinguiéndola de otras neuronas o categorías de neuronas. Sin 

embargo, en muchas ocasiones y modelos experimentales la posibilidad de evaluar 

respuestas de neuronas a una batería de estímulos específicos temporalmente bien 

controlados no es factible. En tales situaciones, uno de los modos de identificar y clasificar 

distintas neuronas es mediante el análisis de la forma de su señal y mediante el análisis de 

su tasa y modo de disparo. Esto último se efectúa mediante lo que se denomina 

autocorrelograma (ACG). Quisimos entonces verificar si las 

neuronas que por sus respuestas específicas a estímulos particulares podíamos identificar 

como pertenecientes a una misma clase, podían ser también identificadas dentro de una 

única clase por su similitud en los autocorrelogramas. Para construir cada ACG tomamos 

todos los spikes en momentos dónde no haya estímulos visuales. Para cada spike 

encontrado se anotó los tiempos relativos de los spikes vecinos en una ventana de +-60ms. 

Utilizando los tiempos de todos los spikes se construyó un histograma. Luego se calculó la 

frecuencia de disparo para cada bin como:  
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Dónde f es la frecuencia de disparo en Hertz, nSpikes bin es el número de spikes en un bin 

dado, nSpikes totales es el número de spikes que se analizaron y ancho de bin es el ancho 

de cada bin en segundos. 

En los registros dónde se encontraron más de una neurona también se construyeron 

correlogramas cruzados (CCGs, del inglés crosscorrelogram). Para construirlos se toman 

dos neuronas de un registro. Una de las neuronas va a ser llamada neurona centrada y la 

otra neurona evaluada. Se anotó para cada spike de la neurona centrada los tiempos 

relativos de los spikes de la neurona evaluada y se utilizó estos tiempos para construir un 

histograma. Para obtener este histograma expresado en frecuencia de disparo se utilizó la 

misma ecuación que en los ACGs, dónde f es la frecuencia de disparo de la neurona evaluada 

en Hertz, nSpikes bin es el número de spikes de la neurona evaluada en un bin dado, 

nSpikes totales es el número de spikes de la neurona centrada que se analizaron y ancho 

de bin es el ancho de cada bin en segundos. 

Características generales de los registros agudos  

Bajo las condiciones experimentales finales alcanzadas y descriptas en el este capítulo se 

realizaron registros en 27 animales de los cuales se obtuvieron 93 neuronas, con una media 

de 3.4 neuronas por animal (Fig. 3.6). La mayoría de las neuronas respondió al menos a uno 

de los estímulos visuales presentados. El 86% de las neuronas mostraron un aumento en su 

actividad al presentar estímulos visuales, 4% una disminución y 10% no respondieron a 

ninguno de los estímulos.   
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Fig. 3.6. Características de los registros obtenidos. A izquierda se presenta un histograma con el número de 
experimentos (registros en cada animal) en los que se obtuvieron distinto número de neuronas confiablemente 
identificadas que fueron registradas en simultáneo. A la derecha se presenta un histograma con el número de 
neuronas que mostraron señales de distinto máximo potencial absoluto (positivo o negativo). 

 

Una alta tasa de respuesta a estímulos visuales es esperable en los neuropilos ópticos. Para 

confirmar que efectivamente los electrodos estaban ubicados en esa región, Realizamos 

también tinciones en dos de los registros mojando la punta de los electrodos en DiI (ρȟρᴂ-

Dioctadecyl-σȟσȟσᴂȟσᴂ-tetramethylindocarbocyanine perchlorate) antes de colocar el 

implante en el animal. Ambas tinciones revelaron marcas en la lóbula (Fig. 3.7). 

Fig. 3.7. Ejemplo de marca fluorescente generada con el DiI. A posteriori se dibujaron los contornos de los neuropilos 
(médula, ME; Lóbula, Lo; Protocerebro Lateral, LPc) para facilitar su interpretación.  
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Finalmente es importante remarcar la buena estabilidad mecánica de los registros 

obtenidos. En los pocos casos dónde se observó algún tipo de caída 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 o un error en la trayectoria del electrodo, dónde 

este queda presionando contra algún costado de la cutícula y se vence con el tiempo. En los 

experimentos dónde no se cometieron este tipo de errores, las señales se mantuvieron 

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

 

Reconocimiento de neuronas LG previamente caracterizadas  

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

Como se describió en la introducción general, una de las ventajas con que se cuenta para el 

presente estudio es la identificación y caracterización tanto morfológica como funcional de 

varias clases de neuronas gigantes de la lóbula denominadas LG, que fuera previamente 

realizada a partir de registros y tinciones intracelulares. La caracterización funcional, 

además de parámetros referidos a las propiedades intrínsecas de estas neuronas, incluyó la 

tipificación de las respuestas de las distintas clases frente a una variedad de estímulos 

visuales (Medan et al., 2007; D. Oliva et al., 2007; D. Oliva & Tomsic, 2014, 2016)  Esos estudios 

mostraron que los perfiles de respuesta a ciertos estímulos constituyen un signo identitario 

Fig. 3.8. Ejemplos de estabilidad del registro. Se muestra el spike promedio durante los primeros (arriba) y últimos 
όŀōŀƧƻύ млΩ ŘŜ ǊŜƎƛǎǘǊƻ ǇŀǊŀ dos neuronas de un mismo registro. No se observamos cambios en la forma del spike 
entre el inicio y el final del registro. 
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de cada tipo de LG (Tomsic & Sztarker, 2019). Utilizando estos criterios de identificación en 

base a las respuestas ante distintos estímulos 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. Se evaluó si había 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 unidades) y para la BLG2 (8 

unidades). En la Figura 3.9 se comparan registros intra y extracelulares de neuronas 

representativas de cada uno de estos grupos (paneles B y C para las MLG2; paneles G y H 

para las BLG2). En la misma figura los paneles D y E muestran correspondientemente las 

respuestas promediadas de varias neuronas MLG2 registradas intracelularmente (n=37) o 

extracelularmente (n=5), mientras que los paneles I y J muestran lo mismo, pero para 

neuronas BLG2 (intracelular n=13, extracelular n=8) en respuesta a un looming, así como 

las respuestas promedio de cada grupo (Fig. 3.9, paneles E y D para las MLG2 y paneles I y J 

para las BLG2).  
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Fig. 3.9. Reconocimiento de neuronas MLG2 y BLG2 en los registros. Se muestra una comparación de los perfiles de 
respuesta frente al looming de las MLG2 (A-E) y BLG2 (F-G). A la izquierda se presenta la morfología de ambas 
neuronas (A, F). En la columna del centro se muestran respuestas individuales (B, G) y grupales (D, I) obtenidas con 
registros intracelulares. En la columna de la derecha se muestran las respuestas individuales (C, H) y grupales (E, J) 
obtenidas con registros extracelulares. Los PSHT de los paneles C y H se construyeron a partir de cuatro ensayos. Los 
disparos en cada ensayo están representados con líneas negras sobre cada panel, cada línea es un ensayo. El 
tamaño angular del looming se representa como un sombreado gris debajo de cada panel. La morfología de las 
neuronas está adaptada de Medan et al., 2007. Los registros intracelulares están adaptados de Oliva 2010 
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Reconocimiento de LCDCs por su preferencia de respuesta a estímulos visuales  

Al igual que en los registros intracelulares, en los extracelulares no es posible saber a priori 

qué neuronas vamos a registrar. Es por este motivo que se presentaron diversos estímulos 

a los animales durante los registros (ver arriba). La presentación de objetos de movimiento 

horizontal y flujos horizontales en ambas direcciones permitió la identificación de un grupo 

de neuronas (n = 5) que mostraron una respuesta altamente direccional. Las neuronas 

aumentaban su actividad cuando los estímulos se desplazaban en un sentido y la disminuían 

cuando los estímulos se desplazaban en el sentido opuesto (Fig. 3.10 panel B). Este singular 

perfil de respuesta coincide exactamente con el que recientemente se caracterizó en un 

grupo de neuronas que fueron llamadas LCDC (Scarano et al., 2020, Fig. 3.10 panel A). Estas 

Fig. 3.10. Reconocimiento de neuronas LCDC. Se muestran ejemplos de los perfiles de respuesta a objetos en movimiento 
(primeras dos columnas) y a un flujo óptico (tercera y cuarta columna) de las neuronas identificadas como LCDC en los 
registros intracelulares (A, fila de arriba) y de las neuronas reconocidas como LCDCs en los registros extracelulares (B, fila del 
medio) Los PSHT de los ejemplos individuales se construyeron a partir de cuatro ensayos, los disparos para cada ensayo se 
representan con líneas negras sobre cada gráfico. Cada línea es un ensayo. Para los registros extracelulares además se 
muestra el PSHT promedio del grupo para cada estímulo (B, fila de abajo) Los registros intracelulares del panel A fueron 
adaptado de Scarano et al., 2020).. 
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neuronas forman entonces el tercer tipo de neuronas claramente reconocibles en base a 

estudios previos obtenido en estos experimentos.  

Reconocimiento de las LGs y LCDS por sus propiedades intrínsecas 

Como ya describimos las neuronas que procesan información pueden caracterizarse desde 

el punto de vista fisiológico por aspectos relacionados con sus propiedades intrínsecas. 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 ráfagas (bursts en inglés). Las ráfagas 

o salvas de 3 o más disparos en períodos no estimulados de la BLG2 es una de las 

características más evidentes de esta neurona cuando se registra intracelularmente. En 

contraste, la actividad espontanea de la MLG2 se caracteriza por ser muy regular. Se evaluó 

entonces si las neuronas clasificadas por su preferencia de respuesta como MLG2 y 

BLG2presentaban la misma característica que mostraban en los registros intracelulares. Se 

observó efectivamente que las neuronas clasificadas como BLG2 resultaban más ȰÂÕÒÓÔÙȱ 

que las MLG2 (Fig. 3.11). Por otra parte, se observó que las LCDC también presentaban un 

perfil de disparos en ráfagas, algo que había sido observado en alguna pero no todas las 

neuronas de este tipo (Medan et al., 2007).  

Varias propiedades intrínsecas de las neuronas, como la actividad y magnitud de 

potenciales excitatorios e inhibitorios postsinápticos (EPSPs e IPSPs) respectivamente) o 

su resistencia de entrada (input resistance), solo pueden ser analizadas con registros 

intracelulares. Los valores que se obtienen de estas propiedades dependen del sitio de la 

neurona desde el cual se la esté registrando intracelularmente (soma, dendritas o axón). De 

modo que, garantizando que los registros están siendo hachos en sitios parecidos, estas 

propiedades constituyen también características identitarias de las clases de neuronas que 

sirven para su identificación (Deuchars & Thomson, 1996; Devoe et al., 1982). De un modo 

análogo, existen en los registros extracelulares características 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 neuronas. Una de estas 

marcas la constituye la forma de los potenciales de acción (acá nos vamos a referir a estas 

como spikes, para facilitar su distinción con el potencial de acción intracelular).  

 

Analizamos entonces la forma de los spikes de los grupos previamente establecidos por su 

preferencia de respuesta a estímulos. Encontramos que dentro de cada grupo la forma de 

los spikes era coherente y que estas formas diferían entre los distintos grupos (Fig. 3.1, 

panel A). De hecho, encontramos que, con una única excepción, 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 acción extracelular fue muy utilizada para clasificar neuronas en vertebrados 

(Celada et al., 1996). Actualmente se sabe que a pesar de que esta representa una 

herramienta útil hay situaciones dónde un mismo tipo de neuronas puede dar potenciales 

de acción diferentes (Gold et al., 2006; López-Jury et al., 2018). Esto se debe a que la posición 

del electrodo con respecto a la neurona no sólo afecta la amplitud del spike registrado, sino 

que también modifica su forma. Además, los modelos con los que se describe este fenómeno 

Fig. 3.11.  Se muestran la cantidad de trenes de disparos tres o más spikes con un tiempo interspike máximo de 
20ms para los tres grupos descriptos en este capítulo. 
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están basados en neuronas mielinizadas (presentes en vertebrados). En los invertebrados 

no hay mielina alrededor de los axones, lo que agrega una complejidad más 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 función de otro parámetro 

completamente distinto, como es su preferencia de respuesta, constituye un resultado que 

legitima la clasificación original realizada de estas unidades. 

 

Fig. 3.12 Spikes y ACGs para los grupos de neuronas reconocidas. Se 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 (A) o el ancho de valle de los ACGs. 

Otra característica fisiológica que se evalúa en las neuronas registradas extracelularmente 

y que se suelen también considerar como marca identitaria de clases particulares, son los 

autocorrelogramas (ACGs). Estos dan información de cómo es el patrón de disparos de cada 

neurona. Dado que la actividad de la mayoría de las neuronas registradas se ve afectada por 

la presentación de los estímulos, decidimos construir ACGs de cada una de las neuronas 

excluyendo los períodos de estimulación visual. En la Figura 3.12 panel B, se muestran los 
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ACGs obtenidos. Se observó una gran coherencia dentro de cada grupo. Además, un 

parámetro sencillo como el ancho del valle del correlograma es suficiente como para 

distinguir a los tres grupos. Cabe destacar que la característica de disparos en ráfagas de las 

BLG2 y LCDC no sólo se observa en la cuantificación de los trenes de disparo, sino en los 

picos agudos obtenidos en los ACGs. 

El poder clasificar neuronas utilizando el perfil de respuesta a distintos estímulos sumado 

a que los grupos armados con esta clasificación presentan otras características coherentes 

entre sí como la actividad regular o en rafagas, la forma de los spikes y los ACG (Fig. 3.11, 

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

 

Análisis de las interacciones entre neuronas  

Como describimos en la introducción general, El registro extracelular de múltiples neuronas 

en simultáneo posibilita el estudio de interacciones entre las mismas (Barthó et al., 2004). 

En casi todos nuestros registros realizados se pudieron distinguir y clasificar spikes de más 

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 interacción se 

utilizan correlogramas cruzados (CCGs en inglés). Los CCGs nos muestran la frecuencia de 

disparo de una neurona (neurona evaluada) antes y después de que la otra neurona dispare 

(neurona centrada). Un aumento o disminución 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, dónde la neurona centrada es 

presináptica y la evaluada es postsináptica. Si el cambio en la frecuencia se observa antes 

de los disparos de la neurona centrada entonces la neurona evaluada es presináptica y la 

neurona centrada postsináptica.  
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Analizamos los  CCGs entre todos los posibles pares de neuronas en cada uno de los 27 

experimentos (la Fig. 3.6 " ÍÕÅÓÔÒÁ ÃÕÁÎÔÏÓ ÒÅÇÉÓÔÒÏÓ ÏÂÔÕÖÉÍÏÓ ÃÏÎ ρȟ ςȣ ÈÁÓÔÁ ψ 

unidades), al igual que con los ACGs los CCGs fueron construidos excluyendo los momentos 

de estimulación visual, ya que estos podrían estar produciendo que dos de las neuronas 

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

se debe a la sincronización de actividad por la presentación del estímulo visual y no a una 

interacción entre las dos neuronas. 

Para evaluar qué fracción de los 155 pares de neuronas mostraban interacciones se 

realizaron una serie de análisis sucesivos que fueron descartando los CCGs sin 

interacciones. Primero se descartaron todos los CCGs que no muestren ningún bin encima 

o debajo de lo esperado por la frecuencia de disparo de la neurona evaluada (media ± 3 SD) 

en los 10ms previos y posteriores al disparo de la neurona centrada. Setenta y siete de los 

155 CCGs cumplieron esta condición y fueron incluidos en el paso siguiente. Luego se realizó 

una inspección visual de cada uno de los 77 CCGs para eliminar CCGs con pocos spikes o con 

CCGs muy heterogéneos, dejando 33 CCGs. Finalmente se realizó un análisis de Jittering 

(Fujisawa et al., 2008). En breve este análisis consiste en correr cada spike un tiempo al azar 

entre -5ms y +5ms múltiples veces para obtener un CCGs promedio y desvío estándar. Se 

simuló el Jittering 1000 veces para cada CCGs y se tomó nuevamente como criterio de 

interacción la presencia de bines por encima o debajo de la media ± 3 SD. Este análisis 

mostró interacciones en 21 CCGs. Se obtuvo entonces que el 13.6% de los 155 pares de 

neuronas registrados mostraban CCGs compatibles con interacciones sinápticas. 

La gran mayoría de las interacciones encontradas correspondían a neuronas sobre cuya 

identidad no tenemos información previa. Sin embargo, hay neuronas BLG2 y MLG2 

involucradas en algunas de las interacciones que se observaron (Fig. 3.13). En un registro 

se observó a la BLG2 siendo inhibida por otra neurona no identificada (NI2), evidenciada 

como una caída en la frecuencia de disparo de la BLG2 luego de los disparos de la NI2. En 

otro registro se encontró una interacción excitatoria de la BLG2 hacia una neurona no 
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clasificada (NI1). Además, en este registro la BLG2 fue registrada en simultáneo con la 

MLG2. El CCG obtenido de ambas muestra una interacción compleja. Primero se ve un 

aumento de la frecuencia de disparo de la BLG2 sostenido en el tiempo luego de los disparos 

de la MLG2. Un análisis en una escala de tiempo mayor muestra que la MLG2 parecería estar 

inhibida por los disparos de la BLG2, aunque esta interacción no parece ser directa 

considerando la escala temporal. Estos resultados, 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 podrían ser neuronas 

excitatorias.  

Fig. 13. Ejemplos de interacciones. Se muestran tres ejemplos de interacciones entre neuronas. En la columna izquierda 
están los ACGs de las neuronas centradas (celeste), en la del medio los de las neuronas evaluadas (naranja) y en la de la 
derecha se muestran los CCGs (gris). El trazo sobre cada correlograma corresponde a un suavizado con una ventana de 
tres bines de ancho. 
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Discusión  

En los últimos 20 años los estudios sobre los mecanismos neuronales que subyacen el 

procesamiento de la información visual en el cangrejo Neohelice se realizaron 

principalmente utilizando registros intracelulares (Tomsic et al., 2017). Esta metodología 

habilitó la obtención de información fisiológica y morfológica que permitió la 

caracterización de neuronas gigantes de la lóbula (e.g. Medan et al., 2007). Estas neuronas 

están propuestas como elementos fundamentales del circuito neuronal que se encuentra 

detrás de comportamientos guiados visualmente como es el escape frente a un predador 

(Tomsic et al., 2017). De hecho, se ha propuesto que el microcircuito de las LG constituiría 

un nodo de procesamiento y toma de decisión de respuestas comportamentales a estímulos 

visuales (Tomsic, 2016). Sin embargo, la información que se tiene sobre las posibles 

interacciones entre las LGs es escasa e indirecta.   El estudio de varias de estas neuronas en 

simultáneo resulta necesario entonces para entender el funcionamiento de dicho circuito. 

En este capítulo describimos los primeros registros extracelulares de múltiples neuronas 

utilizando tetrodos en el cangrejo Neohelice. Se demostró la posibilidad de identificar a las 

LGs en base a su respuesta a estímulos visuales y se establecieron nuevos parámetros que 

sirven a esta clasificación. Además, se demostró la posibilidad de estudiar interacciones 

entre neuronas en un mismo registro. 

El registro simultáneo de múltiples neuronas en un mismo electrodo hace necesario el 

establecer una metodología que permita distinguir spikes de diferentes neuronas. Clasificar 

incorrectamente los spikes puede llevar a conclusiones erróneas al estudiar la respuesta de 

las neuronas a diferentes estímulos (Hill et al., 2011). Siendo este el primer intento de 

utilizar esta técnica en este modelo y que los algoritmos que hay disponibles están 

desarrollados para neuronas de vertebrados, decidimos adoptar un criterio estricto a la 

hora de aceptar a un clúster de spikes como pertenecientes a una neurona (ver más arriba). 

Aún con este criterio se pudieron registrar 3.4 neuronas por animal. Este número es 
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comparable a los 2.7 neuronas por animal obtenidas en una preparación similar en 

cucarachas (Guo & Ritzmann, 2012). 

La posibilidad de teñir neuronas con los registros intracelulares permite su identificación 

en base a la morfología y ubicación. Consecuentemente esto permite construir perfiles de 

respuesta a estímulos visuales de los distintos tipos neuronales con mucha certeza de que 

las neuronas que se incluyen en cada grupo están 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 BLG2, MLG2 y LCDC.  

Además, los grupos formados utilizando este criterio también mostraron ser consistentes 

en otras características fisiológicas, como las forma de los spikes y los ACGs. Este resultado 

no sólo valida la clasificación en base a los PSTH, sino que muestra que la forma de los spikes 

y los AGCs son buenas herramientas de clasificación 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 intra y extracelulares, se observaron también algunas 

diferencias. Al igual que se observó en saltamontes (Bhavsar et al., 2015), las frecuencias de 

disparo de los grupos obtenidos a partir de registros intracelulares son en general un poco 

más elevadas que en los grupos obtenidos de registros extracelulares (Fig. 3.9). Hay tres 

factores que podrían estar contribuyendo a esta diferencia. Primero, neuronas cómo la 

MLG2 y BLG2 tienen una tasa de disparos elevada (>50Hz en el promedio, con frecuencias 

de disparo inmediatas que pueden estar muy por arriba de los 100Hz) cuando responden a 

estímulos 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 así los mismos (e.g: Medan et al., 2007 Fig. 3.6 I). Esta deformación no complica 

la determinación de potenciales de acción en registros intracelulares, pero si lo hace en 

registros extracelulares, puesto que la formación del cluster de spikes de una unidad se 
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MLG1 y BLG1 son neuronas más pequeñas (Berón de Astrada et al., 2001; Medan et al., 

2007), con múltiples unidades en cada lóbula (Medan 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 más de una unidad por lóbula. Al tener mayor tamaño, resulta más probable que 

los electrodos caigan cerca de la MLG2 y BLG2 y que sus spikes sean lo suficientemente 

grandes como para discriminarlos del ruido en comparación a las MLG1 y BLG1. Finalmente, 

los algoritmos de clasificación de spikes utilizan métodos estadísticos. Estos métodos 

pierden potencia cuando baja el número de spikes a analizar. La MLG1 es una neurona 

silenciosa la mayoría del tiempo, que dispara solamente cuando se presentan estímulos 

visuales en pantalla (Medan et al., 2007), momento dónde el ruido del registro es más 

grande y los spikes están más deformados (ver arriba). Es más difícil entonces que los 

algoritmos de clasificación puedan agrupar los spikes de esta neurona en comparación a 

otras cuya actividad no evocada por estímulos visuales es más elevada. Aun así 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 este método. 

Al igual que con las MLG1, se registraron múltiples neuronas con respuestas claras y 

repetibles a los distintos estímulos visuales, pero en cantidad insuficiente como para 

agruparlas y describirlas. De todas maneras, esto muestra el potencial de esta metodología 

para describir nuevas neuronas. Por ejemplo, se registró una neurona que responde 

excitándose frente a un cuadrado grande en movimiento e inhibiéndose frente a cuadrados 

pequeños. Esta neurona podría estar involucrada en la discriminación de objetos grandes y 

pequeños, asociados a los comportamientos de escape y captura respectivamente. La 

evocación y ejecución de estos comportamientos es otra línea de interés que se está 

desarrollando en el laboratorio (Gancedo et al., 2020). Otro ejemplo es una neurona que 

responde intensamente a la aparición de un patrón de barras verticales, pero poco a su 

movimiento. En los últimos años, se realizaron experimentos de preferencia de lugar 
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contrastando espacios con 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 de dos neuronas en simultáneo 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 logró encontrar evidencias de comunicación 

directa entre LGs de las lóbulas de ambos lados del cerebro (F. Scarano et al., 2018; F. M. 

Scarano, 2018). Nunca se intentó aún registrar simultáneamente de forma intracelular LGs 

de la misma lóbula. Por el otro lado, se pudo estudiar la actividad masiva de las neuronas de 

los neuropilos ópticos utilizando tinciones fluorescentes (Bengochea et al., 2018; 

Berón de Astrada et al., 2013). Esta metodología, aunque exitosa para describir otros 

aspectos de la fisiología de los neuropilos, no permite establecer conexiones funcionales 

entre neuronas individuales. Los resultados obtenidos con registros extracelulares 

mostrados en este capítulo revelan que se pudieron observar más de 20 posibles 

interacciones sinápticas. Varias de estas interacciones involucran a la neurona BLG2, siendo 

esta la primera evidencia que obtenemos sobre las posibles conexiones del circuito que 

conforma. Además, se demostró que es posible estudiar a más de un tipo de LG en 

simultáneo y se observó una posible interacción entre la MLG2 y la BLG2. El estudio del 

circuito que conforman las LGs en la lóbula del cangrejo es hace años uno de los objetivos 

del laboratorio (Medan et al., 2015; D. Oliva & Tomsic, 2014, 2016; Tomsic et al., 2017). Esta 

metodología probó ser una excelente herramienta para poder avanzar sobre ese objetivo. 

A pesar de que existen algunos antecedentes exitosos en la adaptación de esta metodología 

a invertebrados (Brill et al., 2014; Guo et al., 2014) sólo encontramos dos ejemplos dónde 

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 cangrejo Neohelice, los investigadores contaban 
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con una buena caracterización morfológica y fisiológica de las neuronas obtenida mediante 

registros intracelulares. Sin embargo, a diferencia de lo expuesto en este capítulo, los 

investigadores encontraron diferencias notables entre las neuronas registradas intra y 

extracelularmente, dificultando su clasificación. Sólo encontramos una publicación 

siguiendo a esta (Balvantray Bhavsar et al., 2017) dónde continúan con el uso de la técnica. 

En este trabajo la clasificación de las neuronas se realiza en base a la posición del electrodo 

y no se las clasifica dentro de los grupos ya caracterizados mediante registros intracelulares. 

Por otro lado, recientemente (Beetz et al., 2022) se lograron registros extracelulares en 

mariposas monarca. En este trabajo se logró registrar neuronas previamente descriptas 

asociadas a la navegación. Además, se pudieron realizar los registros con los animales en un 

simulador de vuelo, permitiendo entender cómo 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 registros intracelulares proveen 

información fisiológica más detallada y dan la posibilidad de estudiar la morfología de las 

neuronas, los extracelulares nos permiten estudiar esas mismas neuronas en contextos más 

ricos, abriendo así la puerta a experimentos más complejos que nos permitan entender 

mejor el funcionamiento los circuitos neuronales. 

Los resultados alcanzados que se muestran en este capítulo constituyen un paso 

fundamental hacia el objetivo de máxima de la tesis: Registrar la actividad de las LGs con el 

animal en movimiento. La buena estabilidad mecánica de los registros obtenidos en el 

animal fijo ofreció una perspectiva promisoria para aventurarnos en la realización de 

experimentos con el animal móvil. En el siguiente capítulo de la tesis, se describe como se 

adaptó esta metodología a experimentos en la crabola y qué relación tienen estas neuronas 

con los movimientos del animal. 

 

  








































































































































