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RESB8UMEN

Los potenciales-8 corresponden a las respuestas
evocadas por estimulos luminosos en las c&lulas horizontales,
las que junto con los fotorreceptores, constituyen la retina
distal de los vertebrados. Los potenciales—~8 son accesibles
s0lo a microelectrodos intracelulares y lo wmismo gue los
potenciales de los fotoreceptores, tieven el caracter de
graduados y sostenidos.

Practicamente toda la informacibn disponible
proviene de registros obtenidos de retinas u ojos aislados de
peces, anfibios vy reptiles. Limitaciones propias de la
preparacibdn, asli como la necesidad de intercambiar resultados
usualmente no concordantes, provenientes de otras taxas,
parecen haberse erigido en barreras que dificultan una
ordenacitn conceptual de esta infermacibn., De acuerdo con tal
interpretacidn se ha desarrcollado una té&onica gue permite
registros de células heorizontales de retinas intactas en peces
vivos. Los resultados obtewnidos de la carpa comlvn (C. carpig)
permiten concluirt

1.~ Las respuestas muest ran consistentemente
rasgos rovedosos, privcipalmente el despliegue de compo-
nentes fasicos, que permite una reclasificacibon de las

celulas horizontales sl criterios funcionales



coherentes.

Z2.- Las ceélulas horizontales de respuesta bifda-
sica o cromAticas parecen corresponder a no mads de dos
tipos con espectros de accidn notablemente variables., 8u
comportamiento ante ciertas combinaciones espectrales

sefiala que ninguna de sus fases deriva de procescs
univariantes.

3. - Las células de respuesta mwmoncfasica en
cambio presentan espectros de accidn mas uniformes gue
revelan aferencias provenientes tanto de covnoes rojos como
verdes, ern  un esqguema 1o simdtrico de relaciones mutuas.
El despliegue diferencial de tramsientes a lo largo del
espectro, dependiendo de la intensidad, ravela la
presencia de factores cromaticos diferentes de los proce-
dentes de receptores, lo gue sugiere la participacidn de
ce&lulas horizontales cromaticas.

4. Estos resultados permiten proponer il
esquema Tuncional gue considera a las células hovizontales
de actividad monofasica como bnicas wmoduladoras directas
de células bipolares, integrando tante la accibn directa
de covos como la actividad cromatica de células tipo-U en
la generacibn de un entorno trivariante.

5.~ Las propiedades exhibidas por las cé&lulas
horizontales, e&n relacibn con el rol asigrnado, aparecen
como un claro reflejo de la adaptacibdn a las exigencias

del medio visual subacudtico de la carpa.
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SuUumMmmMaAaRY

Photoreceptors and horizontal cells are the main
cowmponents of the distal retina of vertebrates. The intra-—
cellularly recorded activity of horizontal cells, generically
called S-potentials consist, like that of photoreceptors, of
slow and graduated responses.

Most of the presently available information on
S—-potentials has been obtained from either isolated retinas or
isolated optic cups of cold-blooded vertebrates: fishes,
amphibians and reptiles. Such circunstances pose serious limi-—

tations to the scope and easy interchange of data, a necessary
requisite for their conceptual generalization. In order to
surpass some of these limitations a technique has been deve-
loped permiting to record from horizontal cells of intact
retinas  of live fish. Results thus obtained from de common
carp (L. carpiog) lead to the following conclusions:
1.- B-potentials recorded in situw reveal the
presence of selectively distributed phasic components, on
which new functional criteria for the classification of

horizontal cells may be based.

Z.= According of this, ornly two kinds of

chromatic horizontal cells can be described, even though

the action spectra of their biphasic responses are widely

Viiil



variable. Their behavior under complex stimulus configu-
rations shows that none of those responses derive from
univariant processes.

J. ~Monophasic cells are of a single kind., The
uniform action spectra of their responses reveal inputs
from both red  and green cones, in a non sywsetrical
dispositior. The intensity dependent differential display
ef transients along the spect ruw, also reveals the
influence of chromatic inputs other than those from
receptors, which suggests contributions  from biphasic
horizontal cells.

4.~ From these results a new functional model
emerges, according to which mornophasic horizontal cells
integrate the activity from both cones and chromatic hori-
zontal cells into a single trivariant surround. Their
modulation of the cone input to bipolar cells generate the
color-opponent receptive fields of the bipolar cells.

S9.= The described properties of the horizontal
cells of the carp retiva are shown to respond adequately
to the adaptative pressures of its underwater visual

universe.
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INTRODUCCTION

Antecedentes

Las ceélulas horizontales de la retina de los verte-
brados han sido objeto de un intenso e ininterrumpido estudio
desde sus primeros registros ( Svaetichin, 19583 )  hasta la
actualidad.,. Con la aplicacidn dontoforktica de tinciones
vitales, s2 ha determinado gue la actividad asociada a estas
uridades es la de los llamados potenciales-8 ( Werblin &
Dowling, 1969: Kaneko, 1970; Hashimoto et al., 1976 ). Consis-
ten en un cambio gradual y sostenido del potencial de la
membrana, que se mantieneg mientras dura el estimulo, variando
en amplitud con la intensidad y cowmposicibn espectral de la
luz incidente.

Luego de los resultados de una serie inicial de
estudios scbre los potenciales—5 en diferentes especies de
peces tropicales ( Svaetichin & Mac Nichol, 1958 ), se ha
sugerido la participacibn de estas respuestas en un proceso de
codificacidbn cromdtica en pares oponentes. Esto, en gran parte

debido a su coincidencia histbérica comn  les trabajos de
Jameson & Hurvich (1955) en humarnos, dovide por primera VeI se
llegb a cuantificar en términoes sicofisicos, las funciones de
pares oponentes. En efecto, las analoglias entre los espectros
de accibn de los diferentes tipos de potenciales-H vy las
curvas de pares opoventes obtenidas de humancs son notables.

Las funciones de Jameson & Hurvich describen UNMa  Curva
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monofasica asociada a un sistema sensible a la luminosidad vy
dos curvas bifasicas que configuran los pares oponentes R-G
(rojo-verde) e Y-R (amarillo-azul). Por su parte, los poten-—

ciales-5 de luminosidad o de tipo-L son hiperpolarizaciones
sostenidas para todo el espectro, variando sblo en amplitud,
mientras que los potenciales cromiticos o de tipo-C son bifi-
51008, con zonas del espectro en gue las respuestas son depo-
larizaciones sostenidas; segln la distribucidn espectral de
estas zonas de depolarizacibn, se habla asimismo de células
R/G o Y/BE.

Tales curvas de respuestas neurofisiolbgicas ro son
exclusividad de las cé&lulas horizontales de peces: tambiégn se
las ha obtenido de unidades del geniculado lateral en primates
{ De Valois et al., 1958 ), de cé&lulas ganglionares ( Bouras,
139e8: Marvoco, 1372 ) vy de corteza estriada de primates
{ Michael, 13976 ). La actividad color opornente aparece pues en
los diferentes relevos de la via retino-cortical, apoyando la
idea de una segregacidn temprana de las respuestas a lumine-
gidad v color en el sistewa visual de los vertebrados.

Ev la carpa, pez de visibdn descrita como tricrbmata
semejante a la humana ( Shefrner & Levine, 1976 ), la situacidn
es algo mas compleja; a las células horizontales L, R/G e Y/H,
Tomita (1965) ha agregado un cuarte tipo, RYB o triflsico, gue
muestra una zona de depolarizacibtbn en &l amarillo, ent re
regiones de hiperpolarizacibn en el rojo v en el azul., Sin

embargo, se ha demostrado gue es posible invertir la polaridad
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de las respuestas cromaticas, actuando sobre la intensidad del
estimulo luminoso ( Gutierrez et al., 1981 ). Una observacibn
similar ha sido descrita en un pez de retina dicrimata
{ Burkardt & Hassin, 1978 ). Estos antecedentes no sblo
ilustran sobre posibles ambigledades en la clasificacibn de
unidades cromaticas de la carpa, sino que afectan al concepto
de una actividad de luminosidad segregada de la actividad de
pares oponentes, puesto gue la dependencia del signo de las
respuestas con la intensidad del estimulo hacen gque, en deter—
minadas condiciones, dos bandas de respuestas espectrales
inicialmente opuestas pasen a ser del mismo s8igno.

La existencia de curvas de respuestas bif&sicas o
trifasicas, puede explicarse suponiendo accibrnes antagbnicas
entre  las diferentes poblaciones de conos ( Naka & Rushton,
1966a, b ), pero la naturaleza de este antagonismo permanece
confusa., Stell et al. (1978) han propuesto un esquesa explica-
tivo basado en minuciosocs estudios morfolbgicos realizados en
el pez dorado, segln el cual las interacciones antagbnicas son
mediadas por las celulas horizontales, gue serian presinapti-
cas a los conos en los procesos laterales dentro de la triada
y  postsindpticas en los de ubicacitn central. La estructu-
vacibn  en pares oponentes es explicable por la ordenacibn de
estas intevacciones respecto a los espectros de accibdbn de  los
fotoerreceptores. Evi este modelo, la actividad movofasica de
las c&lulas tipo-L resulta de la accidbn exclusiva de conos

rojos Y seria presinaptica  a los demis tipos le



fotorreceptores, wmientras que en la actividad bifasica de las
celulas de tipo-C, la accidbn mediadas por conos verdes o
azules, seglun sean R/G o RYH, es inhibida por horizontales de
luminosidad, generando respuestas de depolarizacidn para la
zona del espectro en que la sensibilidad del cono es baja.

La existencia de realimentacidn desde células hori-
zontales hacia conos parece bien probada en el caso de la
tortuga ( Baylor et al., 1971; O’Bryan, 1973 ), a juzgar por
el antagonismo centro-periferia que presentan los campos
receptivos de conos. Bin embargo, en la carpa no se ha encon—
trado, ningln tipo de dependencia de las respuestas de conos
con el area de estimulacidn ( Tomita, 1968 ). Para resolver
este conflicto, se ha propuesto la existencia de una realimen—
tacibn puramente eléctrica capaz de inducir, por  razones
geomét ricas, variaciones locales del potencial ( Byzov et al.,
1977 ). Por otra parte, en un trabajo reciente ( Shaeffer et
al., 1882 ), a pesar de la depurada wetodologlia usada, no se
logrd encontrar las especializaciones propias de wmewmbranas
presinapticas en los contactos de horizontales con conos, lo
gue reafirmaria la naturaleza eléctrica de la realimentacibn.

Ev el pejagato (1 Punctatus) este punto aparece aclarado por

el reciente hallazgo, fuera de la triada, de sinapsis guimicas
entre conos y horizontales, en las que la horizontal es presi-—
naptica, a juzgar por la acumulacitn de vesliculas ( Sakai &

Maka, 1383 ). Estas nuevas evidencias estin de acuerdo con las

mediciones de latencias, gque muestran variaciones de mas de
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20 ms entre respuestas segln sea el color del estimulo
( Shigematzu et al., 1978 ), sugiriendo la intervencidn de
sinapsis guimicas.

De todas maneras, las interacciones mediadas exclu-
sivamente a través de vias de realiwentacidn resultan ser
insuficientes para dar cuenta de la actividad de las c&lulas
cromaticas ( Fuortes & Simon, 19743 Burkhardt & Hassin,
1978 ). Este problema estd aln vigente, aunque ha sido enfren—
tade con los wmétodos mas diversos: adaptacidnes selectivas
( Naka & Rushton, 1966a,b ), wmediciones de funciones de
transferencia para estimulos de luz modulada ( Spekreijse &
Norton, 1970 ), organizacibn de campos receptivoes { Negishi,
1971 ), estudios de conductancia ( Marshall & Werblin, 1978 )
y analisis cown ruido blanco ( Wheeler & Naka, 1977 ), por
citar algunos.

El sustrato sindptico en que operan las células
horizontales, tanto en sus aspectos morfolbgicos como farmaco-—
légicos, ofrece un pancorama aln ambiguo. Se sabe que general-
mente en la triada, las células horizontales forman los ele-—
mentos laterales mientras una célula bipolar ocupa la posicidn
cent ral { Btell, 1967: Witkovsky & Dowling, 19659 ), peroc
también hay casos en que el elemento central es un proceso de
horizontal ( Stell et al., 1975 ). En la retina de la carpa,
s ha descrite que las cé&lulas horizontales participan en
siapsis convencionales entre si { Witkovsky & Dowling,

1969 ), pero estudios posteriores en Carassius auratus asocian
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estas estructuras sinapticas a contactos con células interple-
xiformes ( Dowling & Ehinger, 1978 ). Por otra parte, la
identificacibn de 1los neurotransmisores responsables de la
actividad cromdtica parece resistirse al andlisis farmaco-
légico con los métodos tradicionales ( Hedden & Dowling, 1978:
Negishi & Drujan, 1378, 1979a ). Se debe wmencionar sin embargo
la abolicibdn de las depolarizaciones provocadas por luz roja
en celulas horizontales de tipo-C, por aplicacibn de GAEA
( Negishi & Drujan, 1979b ). Este efecto, aungue no es siste-
matico, concuerda con la reciente identificacidn de mecanismos
de sintesis, liberacibn y recaptacibon de GRABA en horizontales
aisladas ( Law & Ayoub, 13983 ).

Si bien el origen de las respuestas de depolariza-
cibn de células horizontales de tipo-C es motivo de perwanente
revisibn, la cadena de eventos que subyace a las hiperpolari-
zaciones de los diferentes elementos de la plexiforme externa,
parece bien establecida. Los segmentos distales de los fotor-
receptores presentan en oscuridad una alta conductancia al
sodio que los mantiene depolarizados: en presencia de luz é&sta
disminuye, como resultado del proceso de degradacidn del foto-
pigmento, produciendo una hiperpolarizacibn ( Tomita, 13970 )
con la probable intervencibn del Ca++ como mensajero interno
{ Baylor & Fuortes, 1970:; Hagins & Yoshikami, 1975 ). Estos
cambios de potencial se propagan hacia los contactos sinap-
ticos con procesos de células horizontales y bipolares. Se ha

examinado el comportamiento de estas neuronas de segundo orden



frente a la aplicacidn de iones bivalentes, concluyéndose que
las hiperpolarizaciones resultan del cese de la liberacibdn del
neurotransmisor de los fotorveceptores durante la exposicidn a
la luz { Dowling & Ripps, 1973 Cervetto & Piccolino, 1975:
Toyoda et al., 1977 ). Este neurotransmisor, liberado en
forma tonica en oscuridad, seria de accibn depolarizante,
probablemente wmodulandeo la conductancia al Na+ ( Waloga €&
Pack, 1979 ). Los candidatos was probables son glutamato vy
aspartato ( Cervetto & Mac Nichol, 1972: Wu & Dowling, 1978 ),
aungque referencias recientes se inclivan por el primero
( Lasater & Dowling, 1982 ).

Por otra parte, los estudios de conductancia revelan
importantes fenbmerocs de rectificacidn en las células horizon—
tales vy sugieren una separacibn  funcional entre membranas
subsinaptica y no sinaptica { Trifonov et al., 1974 Werblin,
1978 ), puesto que sble la segunda muestra dependencias del
volta;je. Estas observaciones han sido confirmadas y ampliadas
gracias al desarvollo de téconicas de registros en c&lulas
horizontales aisladas { Jobhnstorn & Law, i981:; Tachibana,
1981 ), los que demuestran (a) la existencia de corrvientes
regenerativas de Cat+, (b)) conductancia de K+ voltaje-depen—
diente y () una escasa participacibn de MNMa+, sugiriendo gue
este ltimo adguiere dimportancia sblo en la membrana
subsinaptica.

Por fGltimo, es preciso wmencionar la existencia de

acoplamientos eléctricos entre horizontales de un mismo tipo



{ Kaneko, 1971; Raviola & Gigula, 1975 ), mediando una inte-—
gracidn lineal sobre extensas areas de la retina ( Naka &
Rushton, 1967; Marmarelis & Naka, 1973; Naka, 1982 ). Estos
acoplamientos parecen ser dependiente de Na+ ( Miller, 1978 )
y son modulado por dopamina ( Teranishi et al., 1983 ), con la
intervencibn de neuronas interplexiformes. Para completar este
cuadro, se debe agregar gue las ceélulas horizontales ejercen
urna accibn inhibitoria sobre las bipolares ( Werblin, 1977 ).
Esta breve, aunque densa revisibn, resume los resul-
tados de treinta afios de actividad wmantenida en torno a las
ceélulas horizontales de la retina de vertebrados. Tres
factores estrechamente ligados entre si, persistentemente pre-
sentes desde el comienzo de estos trabajos, han contribuldo a
configurar un estilo experimental en un ambiente conceptual
muy propio de este tema. Tales factores, gue han permitido
aportes novedosos incluso a la neurobiologlia general, aparecen
paradojalmente como un obstaculo para el desarrolleo de las
investigaciones tendientes a clarificar la naturaleza y el
alcance de la participacidn de las células horizontales en la
furncibn visual.
Estos factores sond
1.- E1 uso generalizado de preparaciones in
vitro como material experimental, sean é&stas retina, copa
o incluso cé&lulas aisladas, a pesar de las frecuentes
alusiones implicitas o explicitas a alteraciones en las

respuestas, derivadas del deterioro fisiolbgico {( Kaneko,
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19703 Ruddock & Svaetichin, 19743 Bukhardt & Hassin,
1978 ). Preciso es reconocer que estos tejidos, va en el
momento de ser separados del animal, han empezado a morir.
Esto es particularmente serio en experimentos farmaco-
lbgicos, que exigen una mayor estabilidad metabblica de la
preparacibn. La persistencia de esta wetodologla esta
ligada a dificultades teécnicas dificiles de soslayar.

2.- Por las miemas circunstancias sefaladas, la
abrumadora mayoria de los trabajos se refiere a hetero-
termosd peces, anfibios y reptiles. Pese a esta prefe-
rencia, fijada por consideraciones técnicas, 10s esgquemas
conceptuales contienen referencias a elementos propio de
la fisioclogla wvisual de primates, lo que oscurece una
interpretacidn funcional. Los recientes avances en ecolo-—
gia visual de peces ( Loew & Lithgoe, 1978 ), Vo parecer
incidir  altin en una mejor intervpretacidn de los resultados
provenientes de esta taxa.

3. ~Aungue un objetivo combln sea llegar a confi-
gurar wmodelos con el cardcter de generales, o siempre se
considera gue los resultados han sido obtenidos de espe-
cies particulares, adaptadas a ambientes igualmente parti-
culares. Es  frecuente seleccionar especies Con  rasgos
sobresalientes porgue implican ciertas ventajas té&cnicas,
olvidadndose gue tales ventajas resultan de adaptaciones

divergentes. En las referencias a resultados obtenidos de

otras especies es cowln desconcocer la filogenia y las
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condiciones de habitat y conducta, las qgue indudablemente
influyen en especializaciones adaptativas, muchas veces
divergentes, que son fuente de importantes confusiones.

Objetivos

Los objetiveos de la presente tesis se formulan como
sigues

A Objetivo general:

Contribuir al conocimiento de la fisiologlia de
la retina de los vertebrados con el estudio de la acti-
vidad de células horizontales de la carpa ( C. carpio ),
haciendo uso de las ventajas Unicas que ofrece la prepara-
cibn de retina in situ desarvollada en el laboratorio, la
gue ha revelado sistem&ticas divergencias con respecto a

resultados anteriormente descritos.

B Objetivos especificost

1.~ Establecey criterios que permitan una clasi-—
ficacibn funcional de las cé&lulas horizontales, basados en
propiedades de las respuestas obtenidaes de retinas  in
situ,

2o~ Estudiar la actividad crom&tica de células
horizontales de tipo-C, uwtilizando estimulacibn isotrbpica
con combinaciones de luces espectrales en diferentes
configuraciones temwporales, ocon miras a establecer la

naturaleza de las aferencias gue la generan.
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.~ Caracterizar con las mismas herramientas
experimentales, la actividad monofaésica, con el propbsito
fundavental de precisar la situacidn de las ceélulas
horizontales de tipo-L en el complejo contexto anatbmico y
funcional gque se les atribuye.

4. =Incorporar los resultados a una proposicibn
furncional que considere la revisibn critica del concepto
de codificacidn cromatica en pares oponentes a nivel de la

retina externa.



MATERIALES Y METODOS

Preparacibn

Los experimentos fueron realizados en ejemplares de
carpa  comln, Cyprinus carpio y Carassius auratus indistin-
tamente, pues existe un alto grado de hibridizacidn entre
ambas especies ( Scott & Grossman, 1973 ). A lo largo de toda
la serie experimental se llevd, sin embargo, una relacibdbn de
la especie, discriminando entre ambas por la presencia de
barbas en £l mandibula superior, gque es una caracteristica de
Cyprinus Carpio. Los resultados no presentan ninguna dife-

rencia  ente ambas especies. Estos peces cohabitan frecuente-—
wmente y proliferan con facilidad en aguas continentales,
desplazande a otras especies wenos resistentes a la anoxia gue
acompabia al proceso de eutroficacidn.
lLos ejemplares fueron capturados en una primera
etapa en el estero de Lawpa (Regidn wmetropolitana) y poste-
riormente en la Laguna de Aculeo (VI Regibn). Se les mantuvo
en una pileta al aire libre por periodos de variocs meses,
trasladéndolos al interior del laboratorio por lo menos 24
horas antes del experiwento.
Los pecese fueron ivmovilizados o©on una  inyeccibn
intramuscular de D-Tubocurarina en dosis inicial de 3.5 mg/kg
50, completada con otra media dosis a les 20 minutos, en
caso de no obternerse una buena paralizacibtn. Posteriormente vy

sblo en contadas ocasiones se llegd a repetir aplicaciones de



urt tercio de la dosis. En general, urna vez alcanzada la
paralizacidn del animal, ésta se mantenla durante todo el
experimento, i bhien persistian en algln grado wmovimientos
operculares.

Un wmejor control de los movimientos operculares se
logrd con el sistema de sujecitn (fig. 1) donde el pez iba
dispuesto en declbito lateral. Este consistia en una caja con
urn cepo cerrado sobre el cuerpo del pez, immediatamente detrids
de las branqguias, aislando el cranec de los wovimientos del
resto cuerpo. Un tubo introducide en la cavidad bucal, sirvibd
de apoyo al globo ocular en registro. El opérculo expuesto, se
inmovilizaba tensando una cinta transversal autoadhesiva
pegada a cada lade de la caja. En dsta, el pez se apoyaba
sobre esponjas ewmbebidas de agua, las gue tawmbién lo cubrian
para evitar el resecamientao, cuidando de gue no hubiera
flotacibn del animal.

La respiracidbn era mantenida por un flujo forzado de
agua a través del tubo de sujec:ibn v una manguera adicional
gue entraba en el opéroulo expusste para asegurar las  condi-
cienes fisieplbdgicas de awmbas branguias. Bl agua se recirculaba
con una  bomwmba autocebante y era burbujeada con la mezcla de
Oz (9547 COZ (5%).

Para permitir el aceoeso del microelectrodo hasta la
retina in situw, se extrala la cormiea v el oristalino, cuidando
de no daflar el iris para evitar el sangramiento. En cuanto al

vitreo, sble se liwpiaba la superficie, para eliminar una
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Fig. 1t Sistema de sujecidn del pez. A Cinta autoadhesiva
transversal para disminuir movimientos cperculares. C Cepo de
sujecidn. E Microelectrodo. F Fibra bptica. T Tubo de respira-
cidbn que tawmbi®dn sirve de soporte al globo ocular. ¢t Tubo
adicional para irrigacibdn de la brangquia expuesta.



pelicula rigida, formada por resecamiento, gue so0llia producir
la ruptura de la punta del wicrocapilar. Esta operacibn se
repetia con cada cambio de microelectrodo. La fibra bptica de
totoestimulacidn, solidaria con el electrodo de referencia,
era suwergida en el vitreo. El microlelectrodo se wmontaba
sobre un  micromanipulador hidraulico de control remoto
(Navishige Sci.lInst. Lab., MO-10) asociado a su vez con otro
mecanico {(MNarishige Sci. Inst.lLab.,MM-3),

Ern estas condiciones, la sesiones experimentales se
pudieron prolongar por mas de ocho horas sin deteriovo de la
retina ni del pez, lo gque constituye un gran avance respecto

de los tiempos logrados con las preparaciones in vitro.

Sistema de registro

Los registros intracelulares fueron obtenidos a
traves de microelectrodos construidos a partivr de capilares de
vidrio (Aimwm D.E., O0.%mw D.I., WP, Instr.llL5.A.), con un esti-
rador de pipetas horizontal de dos etapas (T.58.0. Inc. N Y., M1
modificado): en esta forma se lograban sistemdticamente puntas
de tamafioc inferior al limite de resolucibn del wmicroscopio
bptico (Clam). Estas wmicropipetas llevaban una fibra de vidrio
en su interior para permitir su llemado por capilarvridad, taste
=1 =) desarrollaba en tres etapas! priwmeroc s sumergian en
alcohol de 95% hasta llenar el capilar: luego, por difusibn,

ze remplazaba el contenido de é&éste por agua destilada vy
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finalmente por KCL 2 Molar. De esta forma se obtuvieron impe-—
dancias de 50 a 300 Mohms y respuestas de frecuencia sin
atenuacibn hasta 100 hz.

Para la referencia intravitral, asi como para el
contacto con la micropipeta se utilizaron electrodos de plata
clorurados en HCl al 10% con umna corriente de 30 na por 15 a
18 hrs. Ambos electrodos fueron conectados a un  preamplifi-
cador DC de alta impedancia con compensacibdn de capacidad
(Grass P-16), a través de cables coaxiales con blindaje activo
para reducivr los efectos capacitivos. La preparacin era
llevada a tierra a través de un electrodo de wnicrom inclulido
en el cepo de sujecibn.

La seffal preamplificada era registrada en un  polili-
grafo (Gilson Med.Elec., 1CH-8) a través de uno de sus mbdulos
1C~-MP, cuya salida estaba conectada a un osciloscopio monitor
{(Tektronix, 50Z-A) vy & un sistewa de adguisicibn de datos
disefiado en el laboratorio. En un canal paralelo se desplegaba
las wsefiles de los estimulos, en una escala logaritwmica de
intensidad (fig. ).

Con esta preparacibn mo era posible controlar en
forma visual la penetracidn del microelectrodo mas alld  del
vitreo, por lo gue el contacto con la retina era detectado por
la aparicidn de una espiga de origen wecinico y un cambio del
potencial basal de & a 9 wmV. Dentro del tejido retinianc, se
avanzaba comn  la ayuda de un wmartinete elect romecanico

{ Gutigrrez & Salinas, 1984 ), cuya activacibn era acowpablada
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Fig. 2t Sistewma de registro. A/D Conversor anidlogo digital.
MPX Multiplexor para entrada de dos canales. IC-MP Mbdulos de
poligrafo en los gue se muestra un primer paso de preawplifi-
cacibn para la entrada del canal de registro desde P16 vy
ne es utilirado por el de estimulacidn desde el
logaritmico (LOBG).J Fotodiocdo calibrado.
ref Electrodo de referencia

gue
amplificador

E Microelectrodo.
intravitral.
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por saltos Dbruscos de potencial, a los que ocasionalmente
seguia el registro de actividad espicular propia de cé&lulas
ganglionares. Entre 100 y 300 wmicrones de profundidad, regu-
larmente se penetraba algurna unidad de actividad sostenida con

las caracteristicas tipicas de los potenciales—§.

Sistema de estimulacibn

Se construyd un fotoestimulador de dos canales con
fuentes independientes, cuyas salidas convergen scbre un haz
incoherente de fibras bpticas para llevar el estimulo hasta el
0;0, consiguiéndose una estimulacidn de luz difusa de la
retina (fig.3). fAmbos canales permitian intercalar filtros de
interferencias de diferentes longitudes de onda, con un ancho
de banda de 8 a 12 nm (HBalzer o Edwund Scientific Company). La
intensidad del estimulo era controlada variando la corrviente
de cada fuente (Tungsteno~Haldgena S0 W)y, de acuerdo con las
respuestas de un fotodiodo calibrado, desplegadas en 21 poli-
grato en escala logaritmica (1.0 ul/om). El rango gue permitia
abarcar este sistema, para la longitud de onda de mayor
radiancza (620 nm), iba desde 3.1x103 fmtoﬂeg.ﬁmd.é hasta
1.5x106 thQﬁEE.ﬁNﬁ.SJ, 1o que coincide con las energias ubi-
lizadas por otros autores en el estudio de los potenciales-5
{ Tomita et al., 1967 Spekreijse & Norton, 1970y Hedden &
bowling, 1978 ). Para las longitudes de ondas mayores gque
D40 T, la potencia del fotoestimulador permitia evocar res-—

puestas saturadas, e cambio en el  szul (480 rm) las
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Fig. 3t Dispositivo bptico del fotoestimulador. C Lentes con-—
densadores. D Diafragmas. F Colimadores. FT Filtro de calor.
COL Objetivo. L RAmpolletas de tungsteno halogenas como fuente.
T Filtros de interferencia; para el canal 1, un juego de 10
filtros va wmontado sobre una rueda gque gira por control
marnual.



caracteristicas de la fuente sblo permitian llegar hasta
5 L

1.5%x10  fotones.pm .5 , insuficientes para cbtener respuestas

maximas en células de tipo-l. Las respuestas del fotodiodo

fueron referidas a una termopila (The Eppley Lab.Inc. U.8.0.)

calibrada con una fuente de referencia.

El paso de luz de cada canal era controlado con
obturadores electromecanicos, cuyos tiempos de respuestas eran
de 22 wms para la apertura y 18 wms para el cierre. Cada patrdn
de estimulacidn era generado por un secuenciador que entregaba
un serie recurrente de ocho estados. La duracibn de cada uno
de estos estados era definida en pasos discretos por conta-
dores digitales, entre 30 ms y 1600 wms. Tanto la secuerncia
como las corrientes de awbas fuentes podian ser controlados en

forma maruwal o desde el computador.

Adguisicibn de datos y control en linea

Bien saben los investigadores que trabajam oon
registros unitarios en el sistewa nervioso, lo dificil gque re-—
sulta estimar & priori el tipo de actividad gque se va a obte-
ner, adenks de los problemas de estabilidad que reducen la

duracidén de los registros. Por otra parte, las dificultades
propias del método, obligan a estar preparados para rescatar
cualqgquier registro estable, sobre todo si se trata de uidades
poco estudiadas por su escasez o tawabo. En gran wmedida, estos

imponderables son cubiertos por la versatilidad del sistema de
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Fig. 4t Diagrama operacional del sistema para control en
linea del experimento. EST Estimulador. PREP Preparacidn bio-
ldgica. REG Sistema de registro. ADR DE DATOS Corresponde a
los conversores y subrutinas de muestreoc. PROC Unidad de

procesamiento con su programa principal. ARCH Sistema de
archivo en disco y EXP experimentador.



estimulacibn y su agilidad de control: para obterer la mayor
informacibn posible de los registros, en su mavoria breves fue
desarrocllado ademais, urn sistema de control en linea del
experimento.

El sistema cowpleto se descompone en siete unidades
operacionales (fig.4), de las cuales tres ya han sido descri-
tas (preparacibn, registro y estismulacidn). La cuarta es el
sistema de adguisicibn de datos, gque considera los conversores
gigitales/andlogos, analogos/digitales vy las subrutinas de
muestreoc. La unidad central es el computador, con el programa
principal gue controla el flujo de informacidbn desde y hacia
las otras, incluyendo la unidad de almacenamiento en discos
magneticos. El experimentador, a partir de los diferentes
despliegues, puede wmodificar en cualguier momento el curso del
programa principal o incluir la lectura de parametros adi-
cionales, en una interaccibn con restricciones jevarquizadas
por el computador, protegiendo la cohevencia intermna de los
archivos.

Esta configuracibn permite cawmbiar las secuenc:as de

pstimulacidn  de acuerdo con el tipo de actividad gue se ests
regist rando, abortar respuestas defectucsas 0 parar una serie
cuando se piervde una penetracibdn o hay ruptura del wmicvo-

electrodo:; todo é&sto, siv alterar el archivo.



DIAGNOSTICO DE LOS DIFERENTES TIPOS CELULARES

Antecedentes

L.asg ce@lulas horizontales se subdividen en dos
clases, a sabert! las de tipo-L o de lumivesidad, en las gue
sblo se registra hiperpolarizaciones y las de tipo-C o croma-
ticas, gue presentan depolarizaciones frente a cievrtas compo-
siciones espectrales del estimulo. Variando las condiciones de
adaptacidtn a la luz, es posible discriminar entre los poten-—
ciales de luminosidad un subtipo escotbpico asocociado a la
actividad de bastones ( Raneko & Yamada 1972 ). Las hori-
zontales de tipo-l fotbpicas, tamwmbién se podrian subdividir,
en algurnas especies de telebdbsteos, de acuerdo Conm SUuS Curvas
de respuestas espectrales ( Laufer et al., 1971  Huddock &
Svaetichin, 1974 Djamgoz et al., 1981 ). Para una especie de
tortuga ( Simon, 1973 )  y  una de salamandra { Marshall &
Werhblin, 1978 ) s  separan en LI y LIT de acuerdo con  los
tamafios de sus campos receptivos. En el caso especifico de
tipo de potenciales L fotbpicos, ademds de los escotbpicos que
shlo se obtienen con condiciones extremas de adaptacibn a la
oscuridad ( Withkowsky, 1967 ).

Las células croméiticas tambidy son olasificadas en
varios subtipos, de acuerdo con la distribucidn de hiperpola-
rizaciones vy depolarizaciones gue presentan a lo  largo del

espectro, existiendo una Qgran variabilidad interespecifica
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{(Svaetichin & Mac Nichol, 195%B8). En la carpa, desde su primera
caractevizacidn ( Tomita, 1965 ), se reconccen dos tiposi
bBifasicas o R/G y trifasicas o RYE, aungue también se menciona
la existencia de un tercero (G/BH), semejante a RYEBE en la
regibn verde azul pero que, a diferencia de &ste, rno mostraria
hiperpolarizaciones en &l extremo rojo { Shigematzu et
al., 1978 ).

Las particulares ventajas de una preparacibdrn viva en
la preservacibn de las interacciones sinadpticas, rnos ha lleva-
do a considerar con mayor detencibn componentes fasicos o
obtenidos in vitro. Estos, ademés de constituir antecedentes
adicionales de diagnbstico, tendrian su propia relevancia
fisiolbgica, ya que en los potenciales—5, por ser respuestas
sostenidas, no regenerativas, los componentes menores pueden
interpretarse como wa mavifestacibn de la existencia de inte-
racciones con diferentes retardos. Asi, la presencia de tran-
sientes con dependencia espectral marcada indican la parti-
cipacibn  de tal o cual pigmento a travées de una conectividad
especifica, lo que constituiria una mejor base para una

clasificacidn que tenga relevancia funcional.

Secuencia de diagnbstico y activida fasica

Considerande inicialmente la descripeidtn de Tomita
{1965 3, donde las R/D serian las que depolarvizan desde el

roj0 cercano (600 a 620 yw) hasta el extremo visible (740 wvm),
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y las RYR las que lo hacen desde los S50 nm hasta los 650 nm,
con hiperpolarizaciones en el rojo lejano, se ha establecido
una secuencia de estimulacidbn gue consiste en dos estimulos
monocromaticos de 621 nwm y 350 vim y un tercero formado por la
suma de éstos, con el fin de identificar los diferentes tipos
de potenciales-5. La posible confusidn con otras unidades
retinianas de repuestas sostenidas se resuelve a partir de
indices adicionales como los de profundidad, establecidos en
una serie experimental previa de electrorretinografia local, y
teniendo en cuenta que la penetracidbn de fotorreceptores o
bipolares es altamwente improbable por su disposicidn radial,
paralela al eje de desplazamiento del wmicroelectrodo. Las
amacrinas de respuesta sostenida, registradas  en carpa
{ Kaneko & Hashiwmoto, 1969 ) y descritas cowmo tal posterior—
wmernte en pejegato ( Chan & Naka, 1976 ), presentan actividad
oscilatoria al inicio o al cese, la gue no aparece &n nuestros
registros.

Ev la figura Sa aparecen los registros de penetra-
cibn y actividad de los tres tipos de cé&lulas horizontales. En
ella se observa gue las respuestas evocadas con luz roja son
de deposlarizacibn para ambos tipos crométicos y de hiperpola-
rizacibn para L. Frente al estimulo verde, tarnto la de lumi-
nosidad como  la de tipo—R/6 muestran una hiperpolarizacibn
sostenida, mientras que en &l registro de le unidad RYR se
observa actividad stleo transiente. Este comportamiento para

los diferentes tipos de respuestas, estd de acuerdo con las
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Fig. S:a Fenetracibn y respuestas de les tres de tipeos de

potenciales—-5 fremte a una secuencia de 3 estimulos de 1 seg
de duracibn, R {(EZ1 »w), V (550 nm) y 8 gue corresponde a la
suma  de los anteriores. Las barras horizontales indican las
diferentes calibraciornes de tiewpo y las flechas el cawbio de
velocvidad de depliegue dentro del registre.

b corresponde & registros de respuestas de un mismo
arimal fremte a condiciones de estimulacibn similares gue en
a, con un despliegue s maver velocided {(cal de i), La flecha
indica un componente fasico destacado en el texto.



obvservaciones de Tomita, para potenciales-5 registrados en
retina aislada de carpa. En la figura Sb se wmuestran registros
de los tres tipos de unidades, obtenidas de una wiswma retina
in situ. En estos despliegues, a mayor velocidad, se mantiene
la consistencia tanto para la de tipo-L cowmo para la de tipo-
R/G, wmientras que la RYR presenta un comportamiento divergente
respecto a su howbloga desplegada a menor velocidad que pre-
senta transientes de hiperpolarizacibn tanto al inicio cowmo al
cese del estimulo de suma (fig.Sa). Esta clasificacidn res-
ponde a la presencia de un componente fasico adicional, al
cese de la hiperpolarizacibdn al verde en la unidad RYE de la
figura Sb (flecha).

Las c&lulas de tipo-L, frente a un estimulo verde,
responden con un pico inicial de hiperpolarizacibn, mientras
gque con 621 nwm éste cowponente, cuando aparece, estd  wuy
atenuado v, en &l rojo mas extremo (680 wm), toda actividad
transiente desaparece, observandose sblo una hiperpolarizacibn
lenta vy gradual gque aln al cese no llega a su nivel  maximo
(fig.6b). En las células R/G, en camwbio, las respuestas al
verde son las was pobres en actividad fhsica (fig.&s). En el
ro;o, esta unidad cromatica, para intensidades bajas muestra
una respuesta de depolarizacidn., Pero con estimulos mas inten—
w05  se  obtiene una hiperpolarizacibn, lo que es propio  de
células de tipo-L, aungue presenta un importante transiente
de  inicio y otro de depeolarizacidn al cese que la distingue
(fig. &a, flechas). Asi

aungue su fase sostenida sea del wismo

?
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Fig. 6f a La misma unidad R/G de la figura Sb frente a dos
intensidades de rojo (621 mwm) muestra un cambio de polaridad

ern gue la hiperpolarizacidn presenta transiente de inicio vy
cese (flechas)

b La célula tipo-L de 1la figura Sb frente a un

cavbio de la longitud de onda del estimulo rojo, de 621 mw a
680 rm. Desaparece el transiente de hiperpolarizacidn al
inicio (flechas), tambi®n estd atenuado en la respuesta a la
suma con verde ( 350 nm ).



Signo  que para una L, su  desarrvollo temporal permite
clasificarla aparte.

Cambios de polaridad y variabilidad en horizontales de tipo-C

Desde los priweros registros, se pudo observar un
cambio en la polaridad de las respuestas cromdticas, con el
aumento de la intensidad del estimulo { Gutierrez
et al., 1981 ). En la literatura clasica, gue incluye estudios
cuantitativos rigurosos de unidades coromaticas, tanto en el
dominico espectral como en el eje de las intensidades ( MNaka &
Rushton, 1966a, b ), no aparece wencibdbn alguna & este hecho.
S8lo una referencia ( Burkhardt & Hassin, 1978 ), relativamente
wmoderna en relacibdn con nuestras primeras observaciones, des-—
cribe una dependencia en la polaridad de respuestas orom&-
ticas con la intensidad. Este fenbmence fue descrito en
Gtizostedion vitreuwm y Stizostedion canadense, dos especies de
perca gue poseen sblo dos poblaciones de conos y un Unico tipo
de unidades cromaticas. Posteriormente, ios mismos autores
{ Burkhardt & Hassin, 1983 ) dewuestran una gran diepersidn de
los espectros de accibn de c&lulas identificadas como R/6 gue
podria ser explicada por la dispersibrn en los pesos relativos
con que actuarian awbas poblaciovnes de conos, incluse dando
cuenta, para algunos casos extremos, de curvas espectrales
trifasicas en retivas dicrbwatas.

Estas observaciones vienen a reafirmar la necesidad
de considerar elementos adicionales de diagnbdstico en la

caracterizacibn de los diferentes tipos de unidades. Las



curvas de respuestas obtenidas con un Unico valor de inten—
sidad, pueden llevar a una clasificacidn artificiosa, &n que
unidades funcionalmente hombdlogas son referidas a tipos
diferentes.

En la figura 7 se presenta un claro ejemplo de estas
posible confusiones. Ewv ella se muestran registros de res-—
puestas cromdticas frente a estiwulos monocromdticos (621nm)
de intensidad creciente, las gue fueron obternidas de dife-
rentes experiventos donde, sl bien los valores absoclutos de
energia no son exactamente los mismos, los rangos de variacibdn
s  han mantenido idénticos. Estos cuatro registros difieren
tanto en el signo como en la pendiente de la relacibn  inten—
sidad respuesta, al mismo tiempo que presentan cursos tempo-—
rales desiguales. El primero (fig.7a) wuestra para los estl-
wulos de menor intensidad, stlo respuestas transientes vy
luego, urt wmarcado aumenrnto en la amplitud de respuestas depo-
larizantes, con un promviviente transiente del mismo sigrno  al
inicio. En (b)), vya con los primeros estimulos se despliegan
respuestas  cercanas a la saturacibn, carentes de todo tran-
siente, y a intensidades mayores, se ivserta una inflexibn en
la fase de ascendente (flechas). Los dos registros inferiores
{(fig. 7, d) presentan sbleo actividad transiente para los
primeros estimulos y posteriormente muestran respuestas soste-
nidas de hiperpolarizacidn, pero en () se puede distinguir la
presencia de cowmponentes wenores al inicio de cada hiperpola-—

rizacibn  (flechas), lo que permitiria diferenciarlio de (d) vy
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Fig. 7t Respuestas de cuatro unidades cromaticas (a,b,c,d)
frente a una barrida de estimulos de intensidad creciente (st)
con 621 nm. Las flechas indican componentes menores destacados
en el texto.
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de (d) y ubicarlio en una clase aparte.

La figura 7 sbtlo ilustra ura parte de cada registro,
tstos abarcan exploraciones wmas cowpletas a lo largo del
espectro. Con 574 rnin se observan otras diferencias: s6lo 1a
unidad representada en (d) muestra hiperpolarizaciones para
todo el ramngo de intensidad explorado con este color, wmientras
gue tanto {(a) como (), empiezan con respuestas transientes y
luego, con mas luz, aparecern deflexiones sostenidas y posi-
tivas del potencial, con marcados picos de inicio. Para la
segunda unidad (b)), s0lo se obtienen depolarizaciones &in
transientes, de aspecto muy similar & las evocadas con 621 nm.

Estos registros muestran claramente la dificultad
gque existe para reconocer tipos celulares coromdticos por sus
relaciones de sensibilidad espectral. En rigor, por sus espec-
tros de accibn se podria discernivy un nbmero mucho mayor de
tipos celulares gue los normalmentes descritos para una retina
tricrbmata, pero en una clasificacibn de escasa significacidn

funcional.

Conclusiones

Los antecentes reunidos en el presentre capitulo
vienen & dewostrar la necesidad de revisar los oviterios de
clasificacidn normalmente utilizados y le confieven una impor-

tancia priovitaria a los componentes fasicos, consistentemente

evocados sblo en preparaciones vivas: &stos se covrelacionan



con una conectividad especifica, constituyendo una mejor base
para una clasificacibn con validez funcional.

Esta clasificacibn se puede establecer a partir de
la secuencia de estimulacidn inicialwente descrita. Esta
consistia en dos estimulos monocrom&ticos, uno para la regibdn
verde del espectro (350 vm) y el otro en el rojo (621 wnm), mas
uno que resulta de la suma de awbos. Mayores antecedentes se
obtienen variandeo la intensidad de los estimulos: ésto afecta
los componentes fasicos de las respuestas de acuerdo con el
tipo de unidad.

Los criterios para esta nueva clasificacibn se
resumen Como sigues
Tipo~L.- Respuestas de hiperpolarizacibn soste-
nida frente a ambas longitudes de onda ( S50 nm. ¥
621 yvim. ) gque muestran un transiente inicial mas marcado
al verde. La amplitud maxima de respuestas al FOi0  es
sienpre wmencr gque la gue se puede evocar con verde, ademis
presentan un desarrolleo temporal mas lento con una fase de
recuperacibn  que se hace mas larga con incrementos en la
intensidad del estimulo. Las depolarizaciones transitorias
al cese de respuestas al rojo, son pegquefias v desaparecen
con luces intensas.

-
'

Tipo—-C.~ Respuestas de hiperpolavizacibn sos—
tenida o transiente al verde gue saturan rapidamente con

incrementos de intensidad, most randoe al cese un comporta-

wmiento similar al resuwmido para respuestas al  rojo de



tipo—-L. Con luz dé&bil de 621 »m se obtienen depolari-—
zaciones sostenidas o bien actividad sblo transiente,
mientras que ocon intensidades mayores se puede llegar a
evocar hiperpolarizaciones tbnicas, pero siempre persiste
una depolarizacibn transitoria de amplitud significativa,
al cese
La discriminacidn entre células R/G vy RYEB se basa en
el mayor despliegue de transientes por parte de esta Gltiwma,
lo que parece un reflejo razonable de la participacidn adi-
cional de conos azules. Desgraciadamente la actividad fasica
25 muy labil y depende de las condiciones fisiolbgicas en gue
s encuentra el pez en registro. Cualguier deterioro afecta su
magnitud, con lo gque la calificacidn de este tipo de compo-
nentes debe ser sblo relativa a una wiswma sesibn, conside-
rando  cualguier evolucidn sistemdtica a lo largo de ésta.
Esto dificulta seriamente la distincidbn entre unidades croma-
ticas cuando sblo ze obtiene un Unico registro. En los  pocos
casos  en gue se han logrado penetracieones exitosas de mas de
una célula de tipo-C, es posible recovnocer la existencia de
componentes tewmporales adicionales que perwmitern separar RYE.
Covi estos oriterios se ha discrimivnado en  forma
sistemdtica entre tipo-L vy tipo-(C, legrandose reconocer  una
mayor coherencia y uniformidad en la actividad de luminosidad,
a la vez gue una gran variabilidad para la cromdtica.
A wmodo de ejemplo, s wmuestra emn la figura 8 &l

comportamiento de dos unidades frente a una barrida espectral
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Fig. 8: Respuestas de una unidad tipo-L y una de tipo-C frente
a una serie de estimulos espectrales de igual energlia (0.7 ul)
desde 1los S05 nwm hasta los 671 nm. t Marca de tiempo de un
ciclo por segundo.



de igual intensidad. Ambas muestran sblo hiperpolarizaciones,
pero difieren en la distribucibn de transientes a lo largo del
espectro. La del extremo superior en la figura los presenta
s0lo en la regibn del verde y al rojo, muestra un retorno lento
siri depolarizacibn transitoria, lo que vnos hace reconocerla
como de tipo-L. En cambio, la segunda wmuestra marcados tran-—
sientes frente a los 671 nwm vy esta ver si aparecen depola-—

rizaciones al cese, por lo que la definimos como de tipo-C.

Llevado el analisis de una célula similar hacia el
extremo rojo, @ pudo comprobar una tramsicibn a depolari-
zacibn mas alld de los 680 vwm. A través de la caracterizacibn
de curvas de respuestas, habriamos dicho que awbas son  de
luminosidad pereo encontrariavwos comportamientos divergentes
trente a otras pruebas de estimulacibdn. Dijamgoz et al. (19281)
describen en un ciprinido, una nueva célula tipo-L gue deno-~
minan GB (verde-azul); segln nuestres critevios, se btrataria

de una celula cromdtica cowmo la recién analizada.



MECANISMOS ANTAGONICOS Y COLOR OPONENCIA

Antecedentes

Desde las primeras descripciones, los Potenciales-5
han sido insistentewente asociados a un proceso temprano de
codificacibn cromaticas en pares opornentes ( Mac Nichol &
Svaetichin, 1958 ). Pero rno se ha logrado establecer la conec-
tividad gque los genera, ni cudles son las poblaciones de
conos que actlan sobre los diferentes tipos de células hori—
zontales, aungque en las especies poigquilotermas estudiadas, es
posible reconccer algunos rasgos comunes. Tanto en retina de
peces cowmo de tortuga con pigmentos visuales wmlltiples, la
actividad de las c&lulas horizontales de btipo~-L aparece domi-
nada por la accibn de conoes ro;os { Witkovsky, 1967: Naka &
Rushton, 1966 ).  Las respuestas de depolarizacidn de las
ce&lulas de tipo-C muestran tawbién una sensibilidad mayor para
luces de longitudes de onda larga, lo gque sugiere gque éstas
dependen de la accibdn de unidades de tipo-l. { Fuortes &
Simon, 1974 ), posiblemente a través de una via de realimen-—
tacibn dinhibitoria sobre conos. Una via asi sdlo ha sido
caracterizada en la retina de tortuga ( Baylor et al., 1971 ).

Aungue las c&lulas de tipo-C ham sido un tema de
interés permanente, las dificultades metodolbgicas yv la varia-
bilidad intrirmseca de su actividad redundan en una escasez de
estudios cuantitativos, y el complejo comportamiento gue exhi-

ben frente a estimulos intensos, ha circunscrito los andlisis



publicados & un rango de actividad cuasi lineal ( Naka &
Rushton, 196&a,b; Fuortes & Simon, 13974 Burkhardt &
Hassin , 1983 ). Con luces espectrales débiles se obtiene
curvas de respuestas que pueden ser explicadas por relaciones
algebraicas siwples entre procesos univariantes, es  decir,
dependientes de un solo pigmento. 8Sblo en la Gltima refe-
rencia, para un pes de retina dicrbmata, se establece gue las
dos poblaciones de conos, convergen sobre células crométicas
con signos opuestos, en un proceso de sumacibn  lineal. Para
retinas mas complejas ( tricrbmatas ), este esquema  resulta
ser insuficiente para dar cuenta de respuestas R/G y RYB,
postulandose interacciovnes adicionales entre neuronas de
segundo  orden que involucran a was de dos tipos de fotorre-
ceptores { Fuortes & Simon, 1974 )., En el caso especifico de
la carpa, los estudios sistemdticos de la actividad de cé&lulas
horizontales crowmdticas sblo se refieren a wmediciones de
latencia para las hiperpeolarizaciones vy las depolarizaciones
en las diferentes clases de horizontales, siewpre restringidas
al rango de intensidades en que éstas muestran un  comporta-
miento lineal ( Spekreijse & Norton, 1970 Shigematzu et al.,

1978 ).
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Dominio de actividad de las horizontales cromiticas

Mas de cincuenta sesiones exitosas de registros in
vivao, incluyendo algunas exploraciones sistemdticas, tanto a
lo largo del espectro como en intensidad, han permitido reco-
nocer algunas particularidades del dominio de actividad de las
unidades cromaticas.

Las respuestas de hiperpolarizacidn que se registran
en este tipo celular (fig.9), como ya se discutib, presentan
desarrollos temporales lentos comparados con la actividad de
luminosidad, reconociendose si una analoglia con las respuestas
al rojo de las células horizontales de tipo-L: amwbos casos se
destacan por la pobreza de transientes.

Frente a estimulos de longitud de onda larga, las
celulas oromiaticas presentan en cawbio, caracteristicas de
gran complejidad y variabilidad. Con estimulos débiles de luz
roj;a se obtiene depolarizaciones sostenidas gue corecen con  la
intensidad hasta alcanzar awplitudes mwmaximas. Incrementos
posteriores ya no evocan un potencial sostenide: sblo =)
observa uwn incremento graduzl bhasta el cese del estisulo,
donde se inserta un transiente positivo gue decae hasta el
potencial de oscuridad, siguiendo un CUrso temporal
exponencial. Con wvalores alin mayores de la energla del
estimulo, aparece una haperpolarizacibn, transiente al
Prineipio, gue luego se hace sostenida arrvastrando la  accibn
antagbnica por debajo del potencial de oscuridad. Ewntonces la

depolarizacidn se reduce a un btransiente al cese.
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Fig. 9: Respuestas de una célula de tipo-R/G frente a una
serie de estimulos (st) de intensidad creciente a diferentes
longitudes de onda. Marca de tiempo igual a 1ia figura
anterior.
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Esta particular evolucidn del cambio de polaridad en
las respuestas cromiticas, indica que los procesos de accidn
depolarizante actlian con un retardo considerable, de modo que

en respuestas dominadas por la accibn hiperpolarizante, el

mecanismo antagdnico se manifiesta al cese en forma tran—
siente. En la figura 9 se puede ver que las depolarizaciones
desaparecen en el amarillo (5§74 wnm), lo que sugiere una pobre
participacibn del mecaniswmo depolarizante en esta regibn del
espectro. Esta observacidn se contraporne a una accibdn directa
por parte de células de tipo-L o conos rojos, ya& que ambos
presentan sensibilidades altas para esta regioh del espectro.
Por otra parte, se puede observar en la figura 9, gue la
amplitud maxima de las depolarizacibnes evocadas en el "0 30
cercanc (621 mim) es menor que las alcanzadas con longitudes
de onda mas largas (661 nwm v 680 nw). Este hecho rno es facil
de conciliar con la participacidn de una poblacibn tnica de
fotorreceptores; la saturacibn de su actividad se manifiesta
en  una hiperpolarizacibn maxima que no depende de la cowmpo-
sicibdbn  espectral de la luz incidente sino de limitaciones
biofisicas de la membrana.

Mayores antecedentes se obtienen de las curvas de
intensidad versus awplitud de respuestas (I-R, fig.10a) y de
sensibilidad espectral (fig.10b), para la wmisma unidad de la
figura 9. Los valores de amplitud corresponden a la diferencia
entre el potencial al inicio del estimulo yv el alcanzado al

cese, La sensibilidad es el valor inverso de la intensidad
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Fig. 102 a Curvas I-R para una célula R/G (fig.9). Cada curva
corresponde a una longitud de onda y estad desfasada en 1la
abscisa (LOG I) para mayor claridad. Los origenes (O ul) en la
abscisa estin marcados parea cada valor de longitud de onda. La
ordenada corresponde a las amplitudes de 1las respuestas
medidas en mV.

b Curvas de sensibilidad derivadas de (a) para las
amplitudes wmarcadas por trazos horizontales en I-R (&5 mV y -
S wV). El sentido de las flechas indica si la sensibilidad fue
medida en la fase ascendente (15 mV) o descendente ({5 mV) en
las curvas I-R obtenidas con luz roja (621,661,680).



necesaria  para evocar una respuesta de amplitud dada, que es
evaluada por interpolacibn grafica en la figura 10a. La escala
logaritmica de energlia, en la abscisa, estd referida a la
calibracibn absocluta del sistema de wedicidbn. Las intensidades
maximas utilizadas alcanzan a saturar tanto las hiperpolari-
zaciones al verde cowo las depolarizaciones al rojo, lo gue
permite aportar antecedentes acerca del cowmportamiento de
ceélulas tipo-C mas alld de los rangos comunmente estudiados.
Las curvas intensidad-respuesta (fig.10a) para lon-
gitudes de onda largas, muestramn que los primeros estimulos
evocan depolarizaciones maximas y luego, cuando &stos son mas
intensos, se observa una disminucibn de amplitud hasta cambiar
de signo, formando una funcibn bifasica. Asi, frente a una luz
mornocromatica se encuentra respuestas de igual tamabo para dos
intensidades distintas. Er la figura 10b aparecen los valores
de sensibilidad para una amplitud que coincide com &1 maximo
para 621 nw (flecha en 10a) y gue corta en dos puntos las
curvas I-R de 661 nww y de &80 vw., Las sensibilidades de la
fase creciente son mavores hacia el extremo rojo, mientras que
para la fase decreciente se obtiene una curva aproximadamente
paralela a la que corresponde para una hiperpolarvizacibn de
-5 mV de amplitud. En estas curvas se observa gue la accibn
depolarizante tiene una sensibilidad m&xima al rojo  extremo,
cont raponiéndose & la calda de los espectros de acoccibn  de
cornos  { Towmita et al., 1967 ) v de c&lulas tipo-L para estas

longitudes de onda (fig. lb4c,d).
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Estas observacibnes se concilian con las de Naka &
Rushton ( 1966a ), en gue encuentran, mediante ténicas de
adaptacidn, un proceso con sensibilidad maxima a los 680 nm vy
anormalmente baja en el verde-amarillo, en la generacibn de
las depolarizaciones de ceélulas de tipo-C. Un pigmento con
estas caracteristicas espectrales no ha sido nunca descrito
por experivwentos espectrofotométricos, ni tebricamente parece
que pueda existir ( Blatz & Liebman, 1973 ). Una posible
explicacitn surge de los fenbwmenos de seudopigwentos que,
aungque resultan de interacciones entre pigwentos reales,
muestran las caracteristicas de invariancia propias de un
pigmento real, dando cuenta de una actividad monofasica cir-
cunscrita  al extremo rojo ( Sirovich & Abramov, 1977 ). La
naturaleza de estas interacciones es descovnocida vy no  se
manifiestan en forma pura en nigln compartimiento accesible al
microelectrodo.

Una explicacibdn altermativa es la posible existencia
de un fernbmeno de oclusidn, donde la accidbn presinaptica en el
circuito de realimentacibn a conos, es ocluida por 1a hiperpo-
larizacibtvn del fotorreceptor ( Gershenfeld et al., 1980 ). De
acuerdo con la proposicidn de Fuortes & Simon ( 1974), para
Pseudemis scripta, la accibn depolarizante resultaria de la
facilitacitn presinaptica de cornos verde mediada por horizon-
tales de lumiroesidad: frente a longitudes de onda media vy
corta esta poblacidn de coros se hiperpolariza, blogueando la

accibdn antagbnica (Piccolino et al., 1980 ), de esta manera,



las depolarizaciones quedarian circunscritas al rojo.

Comportamiento frente a sumas de colores

Un antecedente mas directo de la posible existencia
de un mecanismo de oclusibn, es a través de experimentos con
sumas de colores en diferentes combinaciones temporales. Esto
permite estudiar el comportamiento de la accibn depolarizante
ey presencia y ausencia de una hiperpolarizacibn.

Contrariamente a lo esperado, en la figura 1lla se
muest ran depolarizaciones al rojo sobre hiperpolarizaciones
evocadas con verde. Aungue existiria una accidn inhibitoria,
ya gque a intensidades menores del estimulo depolarizante,
seqln se ve en el extremo derecho de este wmismo registro, la
amplitud de la depolarizacibn es mernor gue la obtenida sin
fondo verde. Una secuencia cowplewentaria muestra el comporta-
miento de hiperpolarizaciones al verde (511 nw), tanto ewn
presencia de rojo (621 nm), como en ausencia de &1 (fig.11lb).
La wvariacibn de potencial evocado sobre fondo rojo es  mayonr
que la obtenida para verde puro, lo que podria explicarse por
una oclusidtn de la accibn depolarizante durante la respuesta
al verde. Pero en las respuestas adyvacentes de esta wmisma
figura, se observa que con una intensidad mayor de la luz de
fondo hay una ivhibicidn de la hiperpolarizacibn, lo que
demuest ra uria persistencia de la accibn antagbrnica &8n

presencia de verde. En la respuesta a la suma "simultinea",
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Fig. 112 Respuestas de urna c&lula de tipo-R/G frente & dife-
rentes combingciones temporales de roso {621 wimi, verde
(511 nm) vy sumwa ambas (s) de acuerdo cown j
estimulos en escala logaritmica (st).

a Depolarizaciornes obtenidas con luz roja (621 sobre
ura hiperpolarizacidn eveocada con verde (511).

b Hiperpeolarizacicrnes al verde en pr
cia de una depolarizacibn evocada con rojo.
citvn de la hiperpolarizecibn al incrementer
roio, la gue vo ivcide en una mayor depol

c Com la missma secusncia de est
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una mayor hiperpolarizacibn, inhibe depolarizaciones &l
Los trazo horizontales permiten destacar las variaciones de
intensidad del estimulos y awmplitud de las depolarizaciones.
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donde no hay una luz de fondo previa ni posterior, se obtiene
una hiperpolarizacidn stlo tramnsitoria, indicando la instala-
cibn retardada de una acecibw depolarizante. Esto descarta la
existencia de un fenbmeno de oclusibdn en retinas de carpas
regist radas iv vivo.

Respecto a este mismo experimento (fig.1llb), se debe
destacar que frente al incremento de intensidad del estimulo
de fondo (612 nm), ro se observa un aumento en la amplitud de
la depolarizacibn, pero si hay una fuerte inhibicibn de la
respuesta al verde, de manera que, si bien no cambia el potern-—
cial postsindptico, hay una incremento de la accibn anta-—
gbnica. Esta observacibn viene a corroborar gque la depolari-
zacibn maxima no corresponde a una saturacibn del generador.
Esto tambidn se refleja claramente en la figura lla, donde las
amplitudes de las depolarizaciornes evocadas en presencia de
hiperpolarizaciones al verde, crecen con la intensidad del
estimulo, aungue en ausencia de luz de fondo, las intensidades
mENOres  evocan yva una respuesta wmaxima. El comportamiento es
similar para las amplitudes maéximas de hiperpolarizacibnd en
la figura llc se observa gue un incremento en la luz de fondo
(511 nm), sinn incidir en una hiperpolarizacibn mayor, ejerce
una accibn  inhibitoria mayor sobre las depolarizaciones al
rojo (s s).

De acuerdo con estos antecedentes entonces, las
amplitudes maximas, tanto de hiperpolarizacibn como de depola-

rizacibdn, no reflejan una saturacidbn de los mecaniswos
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incide en un camwmbio en el potencial registrado en células
horizontales cromaticas. Segln se menciond en parrafos refe-
ridos al dominio de actividad de estas unidades, las ampli-
tudes maximas alcanzadas para respuestas de depolarizacibn,
variamn con la longitud de onda, lo gue es un indice razonable
de que estas amplitudes tamwpoco dependen de limitaciones

biofisicas de la mewmbrana postsindptica.

Mecanismos ibnicos

Una proposicibn que tiende a ser aceptada universal-
mente, aunque su mayor documentacidn se refiere a experiemtos
realizados en tortuga, es que las respuestas de depolariza-
cidn, siempre evocadas con longitudes de onda larga, resulta-
rian de un aumento de la liberacidtn del neurotransmisor de
conos  verdes por la accibn presinaptica de horizontales de
luminosidad, mias sensibles al rojo. De esta forma, en unidades
tipo-C, las variaciones de potencial evocadas con luz, serian
la wmanifestacibn de los cambios de conductancia para un Unico
ibn, el Na+, modulados por el neurotransmisor de los conos en
contacto directo.

Mas allid del caracter pre—- o postsinaptico de las
interacciones que median la actividad bifasica, los experi-
mentos con sumas de colores permiten aportar algunos antece-—
dentes acerca de los fenbwmernose ibrnicos involucrados. En

particular, los resultados ilustrados en las figuras 12 13
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sugieren que los procesos oponentes, en la membrana donde
convergen, modulan iones distintos. En efecto, en el primero
de éstos (fig.1Za) se observa que un estimulo rojo (621 nm), a
pesar de evocar una hiperpolarizacibn, va acompafado de
cambios que se oponen a la accibn del verde (511 nwm), lo que
se wmanifiesta en la menor amplitud de 1la hiperpolarizacibn
obtenida con la suma de ambos estimulos (s) en relacidn a la
de 511 rm.

De acuerdo con la literatura, en las c&lulas hori-
zontales ( Waloga & Pack, 1978 ) y en los fotorreceptores
( Tomita, 1970 ), las hiperpolarizaciones evocadas con  luz
resultan de una disminucibn de la conductancia al Na+, despla-
zando el potencial de la membrana hacia el de equilibrio del
K+ (segundo ibn en importancia)l. La respuesta de hiperpolari-
zacibn obtenida con rojo (fig.1Za), resultaria principalmente
de este proceso que, con un retardo menor, se manifiesta mejor
al inicio. Pero este proceso va seguido por la instalacidn
tardia de un cambio opuesto, de accibn depolarizante. En la
respuesta a la suma, esta depolarizacidn tardlia persiste,
oponiendose al efecto de una disminucibn aln  wmayor de la
conductancia al Na+ por la presencia adicional de luz verde,
de manera que la accibdn depolarizante involucra otros weca-
Nismos ibnicos; sea @l auvento en la conductancia para un ibn
de potencial de equilibrio positivo o la disminucibn para uno

de equilibrio negativo.
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Fig. 12: Inhibicidn de respuestas cromaticas, tanto de hiper-—
polarizacibn al verde (Si1 nwm en a) como de depolarizaciones
en el rojo profundo (680 nm en b) por la suma (s) de rojo (621
nm) independientemente del signo de la respuesta al primer
estimulo.st Despliegque de estimulos en escala logaritmica.
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Esta observacibn es reafirmada por la figura 12b
donde se muestra que una depolarizacidn evocada con rojo
lejano, (680 wn) es inhibida por la suma (s) de una luz
también depolarizante, pero en el rojo cercano (621 rm). Una
prueba mas definitiva aparece en la figura 13, aungque es una
observacibn Unica. En ella se observa gue modulando la inten—
sidad de una luz de fondo verde (511 nwm), se revierte la pola-
ridad de respuestas evocadas con rojo (621 nm), lo gue muestra
que este estimulo mueve la membrana a un potencial por sobre
el evocado con verde (cercano al del K+) pere que, en este
caso particular, tambifn estd por debajo del potencial de

oscuridad (cercanoc al de Na+).

Conclusiones

Puntualizando las propiedades mas relevantes de las
interacciongs antagbnicas tenemos quet
1.~ La actividad depolarizante presenta un
espectro de accibn gue no se concilia con los descritos
para células de tipo-L ni covos rojos, 1o gue sugiere que
ningune  de estos dos elevmentos por si sblo es responsable
de las depolarizaciones. Estas resultarian wmas bien de la
participacibn de fenbtmenos de seudopigmento, los que
intvoluecran interacciones entre procesos de diferentes
sensibilidades espectrales.
Ze— El  fentweno de oclusibn descrito para la

retina de tortuga, no aparece en los experimentos con
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Fig. 13: Cambio de polaridad en las respuestas al rojo
(621 nm) de una célula R/G modulande la intensidad de un luz
superpuestsa, verde (511 mnwm).st Despliegue de lcz estimulos en
escala mno calibrada. Las flechas indican depo!l Tacion &l
roejo scbre fordo verde (s s) e hiperpeolarizacionss para il
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retina de tortuga, mwo aparece en los experimentos con
sumas de colores, demostrando que para la carpa, regis-—
trada in vivo, las interacciones color oponente a nivel de
horizontales, responden a mecanismos diferentes que los de
estos reptiles, de origen terrestre.
3.~ Las amplitudes maximas, tanto de hiperpola-
rizacibn como de depolarizacibn, o corrvesponden a  la
saturacibdbn de los mecanismos generadores ni de las conduc-—
tancia wmoduladas en la membrana donde convergen ambos
procesos de accibn opuestas, ya que persisten efectos
inhibitorios reciprocos.
4.~ Ambos procesos oponentes mueven conductan—
cias diferentes en la membrarna donde convergen y no siem—
pre inciden en cambios en el potencial postsindptico. Esto
permite explicar la existencia de inhibiciones reciprocas
independientes del signo de las respuestas a luces mono-
cromaticas. Por otra parte, el mayor retardo de las
depolarizaciones sugieren que estas dependen de neuronas

de segundo orden ( horizontales y/o bipolares ).



ACTVIDAD MONDFASICAH

Antecedentes

La actividad de las c&lulas horizontales de lumino-
sidad se caracteriza por sevr monofisica, manifestadndose en
respuestas de hiperpolarizacibn cualquiera sea la composicibn
espectral de la luz incidente. Inicialmente, experimentos de
adaptacibn cromidtica en diferentes especies de peces tropi-—
cales, sugirieron la participacibn de un proceso tnico en 1a
generacibn de esta actividad ( Svaetichin & Mac Nichol,
1958 ). Posteriormente, siempre utilizando adaptaciones
cromaticas, Naka & Rushton ( 1966c ) identificaron en un

ciprinido de aguas continentales ( Tinca tinca ), dos procesos

H

convergentes sobre unidades de tipo-L. Esta observacibn fue
luego corroborada directamente en la carpa ( Witkovsky,
1967 ). En la tortuga se ha configurade un modelo tentativo
donde la accibn dirvecta sobre las células L, estaria ocir-
cunscrita a los covos rojos v la participacibn de los conos
verdes, reducida a intervacciones en los conos dobles ( Fuortes
& Simon, 1974 ). Esto apareceria reafirmado morfolbgicamente
en Carassius auratus, por la ubicacibn central de procesos de
cdlulas L en la triada de conos rojos ( Stell et al., 1978 ).
Pero las diferencias observadas en los cursos temporales de
respuestas de celulas de tipo-L, seqln sean evocadas con luz

roja o verde, sugieren una importante participacidn de conos

verdes, aungue estas diferencias son sble svidentes en regis-—

w
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tros obtenidos in vivo.

Comportamiento espectral

La figura 14 wmuestra registros de exploraciones
sistematicas tanto a lo largo del espectro como en intensidad:
en l4a aparecen barridas espectrales con cuatro valores fijos
de intensidad, wmientras que en 14b se ha variado la intensidad
para diferentes longitudes de ondas. Ev ellas se puede obser—
var qgue los transientes de inicio decaen paulativamente hacia
el extremo rojo y tambié&n ante ivncrementos de intensidad para
longitudes de onda medias. Esta variabilidad en la forma, en
relacidbn con la composicibn espectral, sblo puede entenderse
por la participacibtn de por lo menos dos tipos de conos con
espectros de accidn diferentes. Estos registres son  una
seleccidn entre wmads de ua decena de unidades para las gque se
obtuvo series completas de respuestas, mostrando todas el
mismo fenbmeno, con solo leves variaciones en la amplitud del
transiente v en la extensidn de su dominio.

Tambi&n se puede seguir la distribucibn de tran-
sientes en las curvas I-R y de sensibilidad derivadas de estas
mismas unidades (fig.19). En estos graficos se towmd en cuenta
la amplitud méxima gue alcanza el transiente de inicio de la
respuesta {(linea punteada) y la gque se mide al cese del estli-
mulo {(trazo continuo). Ern ellos podemos reconocer dos
poblaciones de curvas I-R. En la regidn verde-azul, éstas se

cifien a una relacibtn practicamente lineal para el rango de



03 UL
, Fﬂf '
U671 s,
450 ‘ 660
07 UL
i
f
.,. f-
20 11UL 621 |
gt —
| W
505 57
| _ Pﬂ“‘
550 | 511 ‘

Fig. 14: Comportamiento de células tipo-L fremte a barridas
espectrales para cuatro intensidades fijas que van indicadas
sobre las respuestas (a). Las cantidades gue aparecen bajo las
respuestas corresponden & la longitud de onda de los estimulos
de ambos extremos de la barrida. {b) Respuestas de una célula
del mismo tipo, frente a estimulos de intensidades crecientes
de diferentes longitudes de onda. En esta Lltima se tiene un
estimuleo breve (0,14 =) seguido por urio de wmayor duracibn
(0.9 s). La longitud de onda aparece bajo cada serie de
intensidad.



intensidades exploradas, con una importante participacidn de
la actividad transiente. Dependiendo de la c&lula, desde los
o974 nm o 621 nm, se observa un desarrollo was complejo, con
ura fase temprana de saturacidn seguida luego por incrementos
mas acentuados. Las pendientes son wencres en esta regidn del
espectro, posible reflejo de una participacidn wmas exclusiva
de conos rojos, en contraposicibdbn a lo que se observa en  la
regibdn verde donde se sumarian las acciones de otras
peblaciones de conos.

De las curvas I-R que presentan una wmejor distri-
bucibtn de puntos en el eje de intensidades (fig.19%a), fueron
derivadas curvas de sensibilidad (fig.15c), é&sto es, el valor
inverso de la intensidad ne&esaria para evocar una respuesta
de amplitud dada. Para la interpolacibn continua se tuvo en
cuenta las curvas obtenidas con wmayor resolucibn espectral
(Fig. 18c), sin maximos intermediocos y wmas bien aplanadas hacia
el violeta, cow un winimo alrededor de 480 nw. La figura 15d
corresponde a tres curvas derivadas de otra unidad, ern que se
alcanzd respuestas de saturacibn en el rojo. Esta célula fue
seleccionada por la nitida correspondencia que existe entre la
ltima curva de 15c y la primera de 15d, de manera de confi-
gurar un grupo homogéneo que permite cubrir mejor el dominio
de actividad de las células de tipo-L.

Evi esta familia de curvas se reconoce la participa-
cibn de dos procesos asociados a los waximos de sensibilidad,

lo gue concuerda con las descritas por Naka & Rushton (1966c).
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Fig. 15t & Curvas I-R para umna unidad de tipo-L (de fig.14b)
graficadas seqln lo descrito para fig.10a. Las lineas horizon-—
tales corresponden a los niveles de amplitud de las que se
derivan las curvas de sensibilidad en (c). Las lineas pun-—
teadas para estos graficos, corresponden a las amplitudes
medidas en el transiente de inicio y las continuas al cese.

b Curvas I-R de fig.l4a con una mejor resolucibn
espectral.

©¢ Curvas de sensibilidad derivadas de {(a) para las
gue se indica el valor de amplitud seleccionado.

d Curvas de sensibilidad derivadas de otra unidad de
tipo—L, para la gue se alcanza respuestas de saturacidtn en el

TO 0.
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Aunque en esta referencia, la participacibn del proceso sensi-
ble al verde, fue revelada mediante adaptaciones coon  luz
roja. Una posible justificacibn de esta discrepancia parcial
es que en nuestros registros la actividad para esta regibn del
espectro aparece mejor sustentada por los transientes, que

sblo =se manifiestan in viveo. La participacibn de estos pro-

cesos, varia seqgln las awplitudes seleccionadas? para valores
wenores, se observa la predominancia del sistema sensible al
FOJ0 COMN oun maximo cercano a 620 nm coincidente con el de los
cCones rojnﬁ de la carpa ( Tomita et al., 1967 ).  En cambio,
para amplitudes mwmavores &ste pierde importancia, desapare-—
ciendo practicamente en la curva inferior de la figura 15d. E1
segundo proceso muestra un desarrvollo inverseod:  perfilado como
unn peguefio  hombro en las curvas derivadas para  amplitudes
MENOTESs, pasa luego a dominar la actividad de estas cé&lulas,
CoMm un maXimo  gue parece coincidir con el de conos  verdes
530 am)  segln la wmisma referencia anterior. La magnitud de
los transientes va cambiando junto con esta tranmsicibn  de
dominancia espectral, siendo mdxaimos cuando el proceso sensi-—
bile al rojo estd atn lejos de la saturacibn, gesapareciendo
luego, cuando la banda espectral inicialmente marcada por
ellos, pasa a dominar. De acuerdo con los espectros de accibn
de conos rojos y verdes, esta actividad fasica aparece donde
ambos procesos convergentes presentan wa sensibilidad alta,
1o que sugiere gque los transientes de ivicio sorn la  manifes-

tacibn de complejas relaciones mutuas.



Experimentos de induccidn

Una aproximacidn para mejor entender la naturaleza
de estas interacciones es a travées de experimentos de adapta-
cibn selectiva. Por el caracter transiente de la actividad qgque
interesa wmanipular, se busch manterner constante el potencial
al inicio de los estimulos de prueba, evitando de esta forma
los efectos de sumacidbn y las posibles distorsiones debidas a
las caracteristicas mo—-lineales de la mewmbrana de estas c&lu-
las. Se adoptd una secuencia de estimulacibn consistente en un
estimulo inicial de preadaptacidn de 10 s de duracidn, seguido
por uno de prueba de 0.96 s, separados por un intervalo de

i -

U. 5 s.

La serie experimental corn secuencias de induccidn
aparece ilustrada en la figura 16a. Evi el registro (b), tanto
la luzr de adaptacidn como los estlimulos de prueba son de la
misma composicidn espectral (311 mwn) v de igual intensidad.
Con esta configuracibn no se observa diferencias entre la
respuesta al estimulo que precede al pulso de larga duracibn y
el gue lo siguey esta ausencia de efecto persiste con inten—
sidades mayores, asl como al cawbiar usa o amwmbas luces por
otra de 407 nm. Estivulos inductores de longitud de onda
larga, 621 rwm y B80 nwm provocan, en cambio una disminucibn de
la amplitud de la respuesta al estimulo de prueba (inducida),

asl  como la reduccidn del transiente a una estrecha espiga



61

U

Fig. 16: a Pruehb
control, seguida d
gado vy la respues
controi. b P
E£21 vy lue
evocan igual
prueba de
21 onwm. e
de intensi
i cps.).

2= de induccibtn mestrando la respuesta
g la respussta &l estimule inductor prolon-
tas "inducida' a un estimulo  identico  al
& intensidades iguales de verde (51l mw).c Con
=ae 680 mw como inductor con intensidades o

es amplitudes de hiperpolarizacibn. d Estimulo de
450 vm e induccibn ante intensidad saturante de
con 51l nw oantes A wée de induccibn con &80 rnw
dad saturante. 10wV v marca de tiempo




b

inicial. Estos efectos aumentanm con €l tamafo de la hiperpo-
larizacitn al estimulo inductor, vy para amplitudes idiguales,
aguel evocado con 621 nwm resulta mas efectivo que con &80 nm
(fig. 1l6c).

La persistencia de una espiga inicial frente a las
diferentes condiciones de preadaptacibn, hace suponer gue los
transientes de hiperpolarizacibn resultan de la superposicibn
de dos fenbmenos independientes. En un desarrollo experimental
paralelo en rnuestro laboratorio ( Gutierrez et al., 1981,
1983 ), se estudid la participacidn de neuronas dopamingrgicas
en la generacibn de respuestas de tipo-L a través, tanto de la
aplicacibn tbpica o sistémica de Haloperidol, como de inyec-
ciones intracculares de € OHDA segln el meétodo descrito por
Alcayaga (13982 ). De acuerdo con los estudios de Dowling &
Ehinger (1978) y de Hayashi ( 1980 ), las c&lulas horizontales
mAs externas de la carpa son postsinapticas & terminales
dopamingérgicos de neuronas interplexiformes.

La figura 17 muestra una seleccibn de estos experi-
merntos. En ella se observa la desaparicibn de la espiga de
inicio, quedando sblo un tramsiente lento que se hace evidente
por su abolicibn con las secuencias de induccibn (fig. 17c, e).
Aparece entonces  demostrada la wnaturaleza doble de la
actividad fasica de inicio gue incluye un  componente rapido
dependiente de la accibn de células interplexiformes parti-
cipando en un paso de realimentacibn desde la capa plexiforme

interrna y un segundo que, por su dependencia del color, parece
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Fig. 17: Efecto de blogueadores dopamingérgico.a Respuestas de
amplitudes iguales frente a 621 nwm y 511 nm {(cal. 10 mV vy
marca de 1 cps). b Igual, después de tratamiento con halo-
peridol y () frente a estimulo de 511 nm, antes y despuks de
induccibdn con 621 yw. d,e Lo mismoc gue en b,c pero en retina
tratada con 60HDA. f Efecto de doble aplicacibn de 60HDR;
respuestas alternadas a Si1 vw y €21 mm, sbtlo distinguibles

por su amplitud. g Sobre la wmisma preparacibn anterior, efecto
de induccibn de €21 vm sobre 405 nm.
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involucrar interacciones entre poblaciones diferentes de
COND&.

Cabe preguntarse lo que ocurre a nivel de los foto-
receptores con las condiciones de estimulacibn que suprimen
los transientes tardios. Experimentos en que se varibd el
intervalo de oscuridad que separa ambos estimulos (fig.18),
muestran gque los efectos de la induccibn se observan sblo en
el primer segundo luego del cese de la luz de preadaptacibn .
Esta duracidn sugiere la posible participacidn de un fenbmeno
de desensibilizacibn como el descrito para conos de tortuga
( Baylor & Hodgkin, 1974 ). Estos autores estudiaron el
comportamiento de la fase de recuperacibn del potencial de
oscuridad de corios, observando que esta aumenta en duracibn
con la intensidad y va acompafada de una disminucidn de la
sensibilidad. Con un estimulo de 10 me y un flujo cuadntico
equivalente a TNIOB thonesnuMi.él, para una longitud de onda
(644 nw) cercana a la de sensibilidad smaxima (630 nw), obtu-—
vieron una fase de recuperacibn exponencial con una constante
de tiewpo de 3 s vy, al  diswnuir l1a intensidad a
1.8%105f0t0nes.ﬂﬁl.54, Bsta se redujo & 0.3 s. En nuestros
experimentos se ubtilizaron estismulos de longitud de onda

coincidente com la wmaxima sensibilidad de los conos rO 08
(620 vim) y un Flujo de 1,‘5x106 fotoneg.ﬂmq.éi. En estas condi-
ciones los efectos aparecen restringidos a wmenos de un
segundo. Aungue parece aventurado comparar conos de tortuga

cor horizeontales de carpa, es dable pensar en la existencia de



fenbmenos homblogos a wnivel de los fotorreceptores, o©on
dominios enmarcados dentros de los mismos brdenes de magnitud.

En 1la figura 18 se presenta un experimento donde se
varid el intervalo postinductor entre 30 ms y 910 wms, selec—
cionando para mayor claridad una unidad gque carece del compo-
nente temprano. Esta figura se obtuvo superponiendo res-—
puestas a estimulos de prueba en secuencias BUCES1VAS,
cambiando cada vez el intervalo respecto al estimulo inductor.
Con 1la ayuda del cowmputador, estas respuestas grabadas en
disco, fueron desplegadas en el osciloscopio haciendo coin-
cidir el cese del estiwmulo de preadaptacidn con el inicio del
barvrido. El1 grafico gue acomwmpafa, relaciona las amplitudes
alcanzadas por cada una de ellas, 136 wms despues del inicio de
la luz de prueba, con la duracidn del intervalo que separa
ambos estimulos. La curva resultante se asemeja a urna expo-—
nencial simple con una constante de tiempo de aproximadamente
0.7 s, wvalor qgue estd de acuerdo con la cinética de primer
orden esperada segln el wodelo de la tortuga ( Baylor et al.,
1974 ). Este wmodelo supone la existerncia de una cadena de
reacciones asociadas a la rewmocion de los bloguesdores de
canales de Na+ gue actlan durante la fotorrespuestas, de las
cuales sblo las etapas mas lentas, con constantes de tiempo de
10 8 a 100 s, estarian ligadas al proceso de regeneracibn de
fotopigmento. Esto Lltimo sugiere gue, para las intensidades
agul usadas, la degradacibn de pigwento no tiene una partici-—

pacibn significativa en los fenbmenos de induccibn.
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L.a desensibilizacibdn, segqlun  lo descrito Pavra
tortuga, acompaba al proceso de recuperacibn del potencial de
oscuridad de los conos, en tanto gue en las c&lulas hori-—
zontales de la carpa, el potencial se restablece antes que la
sensibilidad. El1 experimento de la figura 19 permite aportar
mayores antecedentes en este sentido. En este caso, se fijl el
intervalo de oscuridad en 30 ws y se varid la intensidad del
estimulo inductor, manteniendo constante el de prugba. Esta
figura también se obtuvo por superposicidn de las respuestas
en el osciloscopio, haciendo coincidir el tévrmino del estimulo
inductor. En este caso, para mostrar el potencial evocado por
la luz de adaptacibn, el barrido se inicia antes. El grafico
adjunto muestra la relacibn entre la intensidad del estimulo
inductor y el decaiwmiento de la amplitud de la respuesta al
estimulo de prueba (fig.19b), en una expresibn aproximada de
la calda de sensibilidad. Esta aparece como una funcibn mono-
thnica, concordando con 1o descrito para el fenbmeno de
desensibilizacibn de cornos, vy parece no ser influida por el
curse de recuperacibdn del potencial al cese. En efecto, las
dos respuestas wenos afectadas se inician desde potenciales
idénticos pero alcanzan amplitudes diferente. Por tanto, los
cambios de sensibilidad inducidos, parecen ocurrir en un nivel
previo a las células horizontales, y U recuperacibn  no
coincide con el transcurso temporal del cese de la respuesta

al inductor.



68

1

ty
?‘,-:ke-m-.um

mv7 Peak resp
-7
=B
] Amp ind
T T ' g-mV
o <5 -7

Fig. 19: a Superposicibn de respuestas (a 520 nm) obtenidas
para intensidades crecientes del inductor (620 nwm) y un inter-—
valo de oscuridad de 30 wms. b Grafico de amplitud de respuesta
inducida wmedidas en el m&ximo (Peak resp) respecto a las
amplitudes evocadas por el inductor {(Amp ind) indicadas en a

{(flechas).
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Existe otro hecho de mayor relevancia, cual es gue
la cingtica de recuperacitn de la sensibilidad parece no
afectar a la respuesta inducida una ver gue esta ha alcanzado
una amplitud sostenida; de no ser asi, los potenciales evo-
cados que se ilustran en la figura 19a deberian converger
hacia un wmismo nivel dentro del primer segundo estimado para
la recuperacidn. La figura 18 muestra también gue para los
intervalos mas breves tawpoco hay convergencia. Un  fenbmeno
de esta wnaturaleza puede involucrar mecanismos de  gran
complejidad gue con toda probabilidad incluyen relaciones
diferenciales entre poblaciones de conos.

Al respecto es interesante revisar en mayor detalle
las dependencias cromdticas que subyacen este fenbmeno de
induccibn., La figura 20 muestra un adecuado resumen de bstas:
corresponde a registros obtenidos de una misma unidad, con una
secuencia de induccibn repetida para intervalos crecientes de
oscuridad, intercawbiando los filtros (5308 v v 620 vm) de los
estimulos ainductor y de prueba. Em esta cdlula, aurgque 1
transiente aparece muy marcado por el componente tempranc, son
siempre visibles los cambios de sensibilidad ivducidos.

En concordancia con lo descrito para la figura 16,
el efecto mayor se obtiene con un estimulo de induccibn  rojo,
sobre respuestas al verde vy, para los intervalos mas breves,
las respuestas inducidas se ven afectadas tanto en su amplitud
como  en  la duracidn de su actividad transiente. Fungue en

menor grado, tamwbieén se observa inducciln de verde sobre verde



Fig. 20: Superposicibtn de respuestas inducidas para diferentes
combinaciones de coleores.a Rejo (620 nm) sobre verde (520 vwm),
b verde—-verde, c rojo-rojo y d verde scbre rojo. Para destacar
les efectos de induccibtn aparecen trazos horizontales en coin-
cidencia ocon el wiximo de la respuesta  wmas separada del

inductor.
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(fig.20a), lo gue estd de acuerdo con el decaimiento paulatino
observado en respuestas de larga duracidn para esta regibdbn del
espectro. La situacibdbn en el rojo es diferente, como se ve
cuando ambos estimulos son de este color (BZ0 ) sdlo es
afectado el transcurso de inicio, manteniendose constante las
amplitudes al cese. Esto estid de acuerdo con la constancia
observada en las hiperpoclarizaciones evocadas por estimulos de
larga duracibn en esta regibn del espectro. Por otra parte,
cuando el inductor es verde, las respuestas de prueba al rojo,
muest ran sus cursos tewporales inalterados y las amplitudes
son sblo ligeramente afectadast! se observa primero una fase
temprana de potenciacibn seguida por una de inhibicidn y  una
posterior recuperacibn.

Este cowmportamiento en relacibn con las longitudes
de onda seleccionadas para los estimulos de pruesba vy de
preadaptacidn, sugiere una disimetria en la conectividad
asociada & ambos procesos. La actividad dominada por conos
verdes aparece mas sensible a la preadaptacibn v su actividad
2 wenos persistente frente a estimulos de larga duracitn lo
que estaria reflejando una menor capacidad de regulacibdn
frente a los cawbios tramsientes de sensibilidad a nivel de
estos conos. En unidades gue no wmuestran el compornente rapido
de inicaio, las repuestas al estimulo de prueba son  alin mas
sensibles a la preadaptacibn, lo que sugiere un  rol regu-
latorio de la realimentacibn wmediada por neuronas interplexi-

formes, aparentemente wmas activas frente a luces de longitud



de onda media y corta, donde los transientes rapidos son mas
prominentes. En contraposicibn, tamto la mayor persistencia de
las respuestas al rojo como el caracter lento de su fase de
inicio, tendrian gue ver con una regulacibdbn mas efectiva vy
circunscrita a la plexiforme externa. Por esto, la preadapta-
cibn al verde fallaria en alterar el curso inicial de res-—
puestas al rojo y los cambios en amplitud inducidos, tendrian
que ver con la regulacitn a través de las interplexiformes,
principalmente afectadas por el verde. Por otra parte, la
preadaptacibtn al rojo sblo afecta el curseo temporal de las
hiperpolarizaciones al mismo color, manteniégndose invariables
las amplitudes sostenidas, lo gue seria el resultado de una
desregulacibn sblo transiente y mas bien a nivel de la capa
plexiforme externa.

Esta proposicibn  de disiwmetria permite tamwmbién
entender mejor las curvas [—-R ya descritas, donde se reconoce
la existencia de dos grupos: el primero mas sensible al verde,
caracterizado por una conspicua actividad transiente y corres-
pondiente & las curvas de mayor pendiente, mientras gue el
sequndo, dominade por la actividad de conos rojos presenta
poca actividad fasica, pendientes [-R  menores v Cov

inflexiones intermedias.



Conclusiones

Confirmando las expectativas basadas en los méritos
de la preparacidn in vivo, podewos resumir las siguientes
conclusiones relativas a la actividad monofasicas

1.- Las células horizontales de tipo-L muestran
urna  importante participacibn de aferencias de conoes
verdes, ademas de aguella generalmente reconcocida de los
CON0s rojos

Z2.~La distribucibn espectral de componentes
fasicos muestra que los proceso sensibles al verde y al

rojo involucran conectividades diferentes, 1o que aparece
reafirmado por la asiwmetria de los efectos de induccibdn.

G~ Los experimentos de induccibn, en presencia

y ausencia de blogueadores dopaminérgicos, revelan la
naturaleza doble de los transientes de hiperpolarizacidn
al inicio de respuestas a longitudes de onda wmedia y
corta. Existe un primer componente temprano que depende de
la accibdn de neuronas interplexiformes v uno lento que, de
acuerdo con las dependencias a adaptaciones ocorométicas,
parece involucrar a las células de tipo-0

4.~ Los experimentos de induccibn con intervalos
variables wmuestran que el potencial de células de tipo-L
s recupera  en  forma mas rapada que lo esperado  para
fotorreceptores vy que la cingtica de recuperacibn de la
sensibilidad no se refleja en la respuesta inducida gue

1

mantieng su  awplitud hasta el cese. Esto sugiere la
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existencia de mecaniswos cowpensatoriocs gue, de acuerdo
con el punto anterior, parece incluir la participacibtn de
celulas horizontales de tipo-U cowmo wediadoras de las

interracriones diferenciales entre conos.



DISCUSION

La organizacibtn de la capa plexiforme externa de la
retina es un problewa aln no resuelto. A medida gue aumenta el
vaoltmen de antecedentes acerca de la fisiologia y anatomia de
las células horizontales en una gran diversidad de especies,

los esgquemas tentativeos de patrones de conectividad se suceden

in

ern  una constante revisibn ( vease Ehinger, 1983 ). Aungue
ectos modelos permiten sefMalar la posible participacibn de
nuevoeos  eleventos en la generacidn de los potenciales—8,
persisten importantes interrogantes en cuanto a su  signifi-
cacibn funcional.

El desarvollo de nuestro paradigma experimental debe
entenderse  como  un nuevoe intento por aclarar el rol de las
celulas horizontales en el contexto de la funcitn visual.
Considera, e primer  lugar, el respeto por la integridad
fisiolbgica de la retina, garantizando la preservrvacibn de los
mecanismos de fototransduccibtn y de las interacciones sindp-
ticas. Los registros asi obtenidos han revelado, en efecto,
rasgos rnmovedosocs y de gran valor interpretativo. Ev segundo
lugar v siempre buscande el contextoe funcional, se ha prefe-
rideo  la estimulacibn con luz difusa, con el propbsito  de
evocar actividad ivvariante a lo largo de las laminas consti-
tuidas por cklulas horizontales de un mismo  tipo, acopladas
electricamente entre st { Kaneko, 1971 ) vy con propiedades de

integracibdn espacial de gran simplicidad ( Naka, 1982 ). Por
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ltimo, el uso de suwmas de colores en diferentes combivaciornes
temporales ha permitido, al ampliar el dowinio de exploracibn
de los potenciales—-5, entregar nuevos antecedentes sobre el
origen de la actividad de las células horizontales de tipo-C.
Un  dimportante resultado ha sido comprobar, en las
respuestas  sostenidas de cklulas horizontales, la existencia
de componentes transientes con cowplejas dependencias espec—
trales., Estos componentes, cowmo wanifestacibn directa de las
relaciones interneuronales, aportan nuevos criterios para una
clasificacitn funcional de los diferentes tipos celulares. Una
consecuencia ivmediata es el reconocimiento de no mas de dos
tipos de unidades C, con espectro de accidn de gran variabi-

lidad, y de un solo tipo de unidades L.

Variabilidad de las c&lulas crom&ticas

L.a gran dispersibn gue se observa entre los
espect ros de accidn de células de tipo-C (Fig.7), pone en duda
su  estructura laminar isotrbpica, sugiriendo que no  existen
acoplamientos eléctricos entre células de este tipo. Cual-—
gquiera sea &1 rol especifico de estas unidades en la discrimi-
naci by cromdtica, s  razonable esperar gue wo constituyan
capas de actividad wniforme, pues esta funcibn solo tiene
sentido en cuanto segrega dowmanios diferenciales en el campo

visual.
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Similiar dispersibn ha sido recientemente descrita
para la poblacidn Gnica de células horizontales de actividad
oponente en un pez de retina dicromata { Burkardt & Hassin
1983 ). En este caso de mayor simplicidad, las variaciones en
los puntos neutros y maximos de sensibilidad, son explicadas
por diferencias en los pesos relativos conque convergen las
dos Unicas poblaciones de conos. Esta explicacibn seria del
todo razonable si no fuera por la regularidad del mosaico de
fotorreceptores ( Marc & Sperling, 1976 ) v por la distri-
bucidn uwuniforme de contactos entre estos elementos y las
ceélulas horizontales cromaticas, manifestada en la indepen—
dencia del antagoniswmce respecto al area de estimulacibdn
( Burkhardt & Hassin, 1978 ).

Una proposicibn que permite superar esta incon-
gruencia, es que los potenciales registrados son sbtlo una
manifestacidn parcial de la forma en gue estas unidades parti-
cipan con el resto de la retina. Apoyando tal idea, estdn los
resultados obtenidos con sumas de colores, donde quedan de
manifiesto complejas dependencias, mas alld del sigrno y de la

saturacidbn de las respuestas.

Origen de la actividad cromatica

Los resultados cobtenidos con luces vorocromaticas vy
mezelas de colores revelan gque las acciones antagbnicas no
corresponden a la participacibn exclusiva y directa de ninguna

de las poblaciones de fotorrveceptores, 5110 que  wmas  bien
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resultan de funciones espectrales de origen posterior. Por
otra parte, el mecanismo de depolarizacibn aparece circuns-
crito al rojo, lo que descarta una simple inhibicibn presi-
naptica mediada por horizontales de tipo-L. Los fenbmenos de
seudopigwentos gue involucran interacciones antagbnicas entre
conos ( Girvovich & Abramov, 1977 ), surgen como la explicacibdn
mas plausible. De esta forma, la actividad de células de tipo-C
podria ser generada por procesos a su vez dependendientes de
interacciones antagbnicas previas, aungue éstas  se han
mostrado hasta ahora inaccesibles al wicroelectrodo.

Una alternativa razovable es que los fendbmenos de
seuvdopigmento no se manifiestan en el dowminio de los poten-
ciales e&n ningln compartimento celular. Los experimentos
realizados en tortuga, por ejemwplo, sugieren la participacibn
del idion Ca++ en la inhibicibn presindtica hacia conos ,  al
mismo tiempo gue wmodula la liberacibn del neurctransmisor
desde los fotorreceptores. Esto hace esperar cowplejas inter-
dependencias como  las gque se manifiestan en el  fenbmeno de
oclusibn  ( Gershenfeld & Paiccolino, 1381 ). Un  ejewmplo
similar ha sido descrito en peces: GARA, el neurctransmisor
mas probable de células horizontales de taipo-L, participa en
la geveracibn de respuestas de depolarvizacibn  { Negishi &
Dyrujan, 1969 1} y depende a su ver de la presencia de gluta-
mato liberado por los conos ( Lawm & Ayoub, 1983 ).

Aungue  los antecedentes vo  son suficientes para

basar una prediccibn cuantitativa de las funciones espectrales
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aue s podria generar a través de estas interdependencias, no
se  puede desconocer el hecho de gue las células cromaticas
dependen de procesos que no siempre se manifiestan en el
potencial postsinaptico y presentan caracteristicas tewmporales
que trascienden al cese del estimulo. Esta proposicibn, aungue
incampleta, ofrece un sustrato mas awmplio para dar cuenta de
las cowplejas propiedades de las cé&lulas horizontales de

tipo-C.

Acerca del rol funcional de cklulas horizontales de tipo-L

Contrariamente & 1o descrito para las unidades
cromaticas, las ceélulas horizontales de tipo-L son m&s bien
invariables en sus espectros de accidn (vease fig.i1Sed), lo
que es consistente con la existencia de acoplamiento eléctrico
gue las organiza en una lawina isotrbpica. Esto hace que la
actividad de unidades de tipo-L aparece cowmo un fenbmeno de
distinta clase respecto a las cromaticas, participando en un
rol  funcional gue va mids alld de la codificacidn en  pares
opevientes.

Se ha visto gue el curso tewporal de las respuesstas
de ceiulas de tipo-L, depende fuertemente de la composicidn
espectral del estimulo, lo gue sefiala la participacidn de mas
de una poblacibn de fotorreceptores. La modalidad de @&sta
participacibn es ilustrada por los experimentos de adaptacibn

cromética, en los que se deprime la actividad de la poblacibn
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de conos mads afectada, resultando una accibn relativa mayor
del resto de los conos. De acuerdo con ésto, los cambios en
respuestas al verde, por induccibn con rojo, aparecen aso-
ciados a una mayor participacibn relativa de los conos verdes.
Seqln lo observado, &sto se traduce en una inhibicibn de las
respuestas  inducidas, lo que demuestra la existencia de una
accibn de signo opuesto de parte de conos verdes. Esto signi-—-
fica a su ver gue las células horizontales de tipo-L reciben
influencias cromadticas con caracteristicas que hacen pensar en
las horizontales de tipo-C como mediadoras de esta accibdbn.

En este contexto es importante revisar la relacibn
de estas celulas con los elementos mas proximales de la
retina. Tanto en la carpa ( Kaneko & Tachibana, 1983 ) como en
el pez dorado ( Kaneko, 1970, 1973 ), la actividad de las
celulas bipolares, sl bien aparece segregada en unidades con y
sin  color oponencia, es dowinadas por una accibn central de
conos rojos. Estudios morfolbgicos revelan por su parte, que
los proceso de bipolares se conectan preferentemente con estos
mismos coneos  ( Stell et al., 1967 ) y gque las sinapsis di-
rectas con celulas horizontales se circunscriben a unidades de
la capa m&s externa ( Parthe, 1981 ), con toda probabilidad de

tipo—-L ( Hashimoto et al., 1976 ). Por otra parte, la estimu-—
lacitn eléctrica de células de tipo-C, no modifica la acti-
vidad de bipolares vecinas { Toyoda & Tonosaki, 1978 ).

Estos antecedentes wuestran a las células bipolares

en relacibn directa sblo con conos rojos y horizontales de
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tipo-L. Considerando que estas cklulas de disposicibn radial
son el canal obligado de la fotorrespuestas hacia elementos
mas proximales de la via visual, es de esperar una inter-—
vencibn, aunque sea indirecta, de los conos verdes y azules.
5tell & Lightfoot ( 13975 ) mostraron gque estos conos son
presinapticos sb6lo & horizontales cromdticas. En este contexto
resulta  enteramwente razomnable nuestra proposicibn de que las
células horizontales de tipo-L reciben influencias de las de
tipo-C, participando de esta manera en la actividad color-
oponente que se observa en las células bipolares. En este
esquema, la discrimivacibn espectral se sobrepone como una
dimensibrn adicional en el proceso de deteccibn de objetos.
Esta estrategia evolutiva aparece particularmente adecuada a

las exigencias del medio visual de la carpa.

Problemas y adaptaciones de la visibn subacuatica

El wundo visible bajo el agua presenta wn  aspecto
esencialmente diferente al cornocaido sobre la superficied en
todo su vollwen se distribuye un gran nlwere de formas vivien—
tes que inciden dirvectamente sobre sus propiedades bpticas,
como la turbidez y el Indice de dispersibn. Ademds, las carac—
teristicas de transmisividad del agua reducen el espectro de
radiancia a una banda gue se hace wmas estrecha con la  profun-
didad. Ewn urn medio con estas cracteristicas bpticas, la posi-

bilidad de detectar objetos se ve reducida por la conjugacidn



de dos factorest: el alto grado de turbidez, que atenua rapi-
damente la luz con la distancia, y las reflexiones difusas que
van sumando a la luz de fondo un espectro idéntice al de é&sta,
diluyendo la luz reflejada por el objeto con la consiguiente
perdida del contraste.

Ev el caso particular de los ciprinidos se configura
una serie de rasgos reveladores en la adaptacidbn a estos
problemas. En estos peces existe una clara dominancia de los
mecanismos sensibles al rojo! para el pez dorado todas las
neuronas retinianas dependientes de conos son afectadas por la
poblacibn sensible a longitudes de onda largas ( Spekreijse

et. al., 1972: HKaneko, 1973 ). Esta zona del espectro es de
escasa intensidad bajo el agua, pero también lo es en cuanto a
reflexiones difusas, por lo que cerca de la superficie, en el
eje horizontal, la detemcibﬂb de objetos con espectro de
reflectancia plano es acentuada por la reflexibn de luz roja,
pobre en el contorno.  Frente a ésto, la confluencia de pro-
cesos sensibles a longitudes de onda wmedias y cortas a  través
de unidades de actividad oponente, resulta altamente ventajosa,
va que permite controlar la banda espectral del sistema
detector dominante y su eventual poterciacibdn sin riesgo de

saturacibn.

Rango dinamico y deteccibdn

El rango de iluminacibn en gque operan los diferentes

sistewas visuales, alcanza a mas de siete unidades loga-



ritmicas, considerando desde la tenue luz de umna noche sin
luna hasta la de un dia de sol radiante. RAungue la mayoria de
los organismos no estd activa dentro de tanm amplio rango, éste
supera en varios ordenes de magnitud al cubierto por el nervio
bptico. Las c&lulas ganglionares, por limitaciones propias de
la fisiologia celular, no responden con mas de 100 espigas en
100 ms  ( Kuffler, 1953 ). Es decir, una fibra del nervio
bptico no puede transwitir mas de 100 niveles discernibles en
un intervalo de 100 ms, lo que se traduce en un rango divamico
restringido a dos unidades logaritmicas. La deteccibn de
objetos depende de la capacidad para discriminar superficies
visibles mas que de la valoracibn de la energla radiante, de
manera gque esta restriccibn, por coincidir con el rango de
variaciones naturales de reflectancias, no deberia inicidir en
una mayor limitacibdn.

El proceso de deteccibdn visual se inicia con  la
fototransduccibn, gque depende de la energla incidente. Luegao
del complejo sistema neuronal gque es la retina, estd el nervio
bptico, cuya actividad refleja la forma en que los objetos
vigible modifican el espectro radiante. Este procesc de dife-
reviciacibn resulta de las interacciones antagbricas entre las
cadenas neuronales de disposicibn  radial {(fotoreceptor-
bipolar-ganglionar) y las laminas tangenciales gue intengran
la actividad de las primeras {(horizontales vy amacrinas). Esta
particular organizacitn se wmanifiesta en el desplazamiento

zobre el eje de las intensidades, de las curvas I-R y de los



84

uvwbrales diferenciales de las neuronas radiales con las
variaciones de iluminacidn de fondo.la actividad se mantiene
asi centrada en la zona de mayor sensibilidad diferencial
{ Byzov & Kuneszova, 1971 ).

Ev retinas monocromidticas, la accibn directa de los
fotorreceptores sobre las células bipolares es inhibida por
las ceélulas horizontales, cuya actividad resulta de urna inte-
gracibn sobre una area extensa. En este proceso, la respuesta
de la cé&lula bipolar refleja la diferencia entre la luz inci-
dente en el centro de su campo receptiveo y el nivel promedio
de iluminacidbn ( Werblin, 19773 Srinivasan et al., 1982 ). El
caso de las retinas tricromadticas reviste mayor cowplejidad;
contrariamente a lo que se podria esperar, la accibn de cada
poblacidn de conos no es modulada por  lawminas de células
horizontales con sensibilidades espectrales eguivalentes. En

la capa plexiforme externa de estas retinas, occocurre una segre-—

tales. Como se ha visto, las de tipo~-L o de lumincsidad son
responsables, esencialmente, de un procesoe de integracibn,
mientras gue las de tipo-U o cromdticas responden a relaciones
diferenciales de la actividad de conos con sensibilidades
espectrales distintas, siendo sblo las horizontales de tipo-L
las que interacttan directamente con las c&lulas bipolares.

De esta manera, en las retinas con sistemas de
pigwentos multiples, la actividad neuronal no sblo pesa por su

magnitud, sino gue también por el compornente cromdtico gue



depende de la particular ordenacidtn de sus elementos  en
relacidn con las sensibilidades espectrales. Ev las interac—
ciones antagbnicas entre neurconas radiales vy tangenciales,
este componente interviene en la mantencibn de una cierta
coherencia entre ambos elementos. La integracidn de la activi-
dades de cdlulas de tipo-C y las de tipo~-L consiste, pues, en
gque estas Ultimas son moduladas cromaticamente antes de

eiercer =41 accidn inhibitoria sohre la transmisibn

fotorreceptor-bipolar,

Comentarios finales

Los antecedentes acuwmulados en la presente tesis
zituan a la células hovizontales de la carpa en el contexto de
la optimizacidn del proceso de deteccibn de objetos. En este
enfogque original, la actividad cromdtica de la capa plexiforme
externa aparece como una variable adicional, en adaptacibn a
los problemas de la visibn subacudtica, y no como objeto
visual en si. A nuestro entender, el ver insistentemente a
estas células como las responsables de un proceso de codifi-—
cacidbn  cromatica en pares oponentes con  incidencia en la
percepcibn del color, es un obsticule importante en el avance
de este campo ( vease Vision Research 1983, num. 11 ).

En el contexto propuesto, la organizacibn centro-
periferia de la color oponencia de neuronas retinianas de

disposicibn radial, es la manifestacibn de la consistencia
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cromatica de la accibn antagbnica ejercida por los elementos
tangenciales. De esta manera, para una deteccibn diferencial,
la actividad de las células bipolares y ganglionares es rela-—
tiva a un entorno trivariante, es decir, dependiente de la
actividad de las tres poblaciones de conos, vy el caricter
color oponente de estas unidades es resultado de la interac—
cibn diferencial centro periferia y no corresponde a una forma
particular de codificacibdn del canal en el gue participan.

Por otra parte, el hecho de gque las c&lulas horizon—
tales de tipo-L s=son afectadas por la accibn de unidades
cromaticas, al mismo tiempo gue aparecen involucradas en la
generacibn de los pares oponentes de las tipo-C, sugiere que
dentro del wmiswmo compartimento celular pueden desarrollarse
diferentes niveles de integracibn. Esto permitiria comprender
la existencia de seudopigmentos y otras funciones espectrales,
en umna distribucibn no isolectrica del potencial de las
ceélulas horizowntales.

Un avance mayor, reguiere de un estudio detallado de
conectividad en que se pueda establecer claramente con  qud
elemwentos hacen sinapsis las celulas horizontales, especial-
mente las de tipo-C. La dificultad mayor radica en reconocernr
clases funcionales con el solo exédwen wmorfolbgice. En este
serntido la marcacibn intracelular con peroxidasa (HRP) es una
poderosa herramienta, pero su lenta difusibn en hetrotermos,
le dwmpide alcanzar las ramificaciones mas finas y alejadas

dentro de las tiewmpos impuestos por la preparacilin in  vitro.
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El desarrollo de la técnica de registros in vivo reduce este
problema, ya gue permite recuperar el animal despuds de una
sesibn de registros e inyecciones para esperar la migracibn
transinaptica del marcador; esto permitiria identificar
circuitos neuronales asociados a la actividad registrada povr

el microelectrodo.
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