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RESUMEN

ra
Las correlaciones en los patrones de disparo de las Células Ganglionares de la Retina (CGR) han

sido observadas en diferentes especies de vertebrados ocurriendo no solo en respuesta a estimulos
dindmicos, sino que tambien frente a estimulos estaticos. Actualmente, con el desarrollo de las ma-
trices de multi-electrodos (MEA, por su iniciales en inglés), es posible registrar cientos de neuronas
simultdneamente, permitiendo estudiar la actividad colectiva de ellas, Fsta actividad colectiva mues-
tra correlaciones, las que presentan diversas temporalidades dependiendo de los mecanismos que
las generan. Los mecanismos involucrados en las interacciones dependenrin de los tipos de CGR,
de la distancia entre CGR y del estimulo. Aquf, se probé estimulos modulados ¥ no modulados
espaciotemporalmente y también una pelicula natural, con el fin de estudiar la extensién espacial
de las correlaciones en la retina y su dependencia con el estimulo y el tipo de CGR involucrada en la.
interaccién. Cambios en esta extension espacial sugerirfan cambios en los mecanismos que generan
estas correlaciones. Entonces, en este trabajo se registr6 la retina in vitro de Octodon degus uti-
lizando MEA, para posteriormente analizar la extension espacial correlaciones espaciotemporales
entre y dentro de subpoblaciones de CGR ON y OFF frente a diversos estimulos, encontrando que
la pelfcula natural evoca la mayor extensién espacial como también el mayor nivel basal de las
correlaciones en las poblaciones estudiadas. Esta mayor extension espacial podrfa estar dada por la
actividad de amacrinas activadas especificamente por las caracterfsticas de dicho estimulo, activan-
do concertadamente a CGR no solapadas en sus campos receptivos. Finalmente, se encontré que Ia
supoblacién OFF conduce mayormente la actividad concertada de todas las CGR y que la pelicula
natural disminuye la segregacién funcional entre la subpoblacién ON y OFF, al compararla con

otros estimulos.




ABSTRACT

Correlations between Retinal Ganglion Cells (RGQ) firing patterns have been observed on seve-
ral vertebrates, occuring not only in response to dynamic stimuli, but also to static ones. Currently,
with the development of the Mulii-Electrode Arrays (MEA), it is possible to record hundreds of
neurons simultaneously, allowing the study of the collective activity of them. This collective activity
shows correlations with different temporalities, depending on the generating mechanisms. The me-
chanisms involved on the interactions will depend on the type of RGC, the distance between them
and the stimuli, Here, spatiotemporal modulated and unmodulated stimuli was tested and also a
natural movie, with the goal of study the spatial extension of the ccorrelation on the retina and
its dependence on the stimuli and the type of RGC involved on the interaction. Changes on this
spatial extension would suggests changed on the mechanisms generating those correlations. So, in
this work Ocotodon degus in vitro retinas were recorded using MEA, then the spatial extension of
the spatiotemporal correlations between and within ON and OFF RGC were analized under seve-
ral stimuli, finding that natural movie evokes the higher sptial extension and also the higher basal
level of correlations, This higher spatial extension could be generated by the activity of amacrine
cells activated specifically by the features of the natural movie, activiating in a concerted manner
a RGC with non-overlapping receptive fields. Finally, it was found that the OFF subpopulation
mainly drives the whole population activity and that the natural movie decreases the functional

segregation between ON and OFF subpoulations, when compared to other stimuli.
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1 INTRODUCCION

En diversos niveles de observacién de los fenémenos biolégicos es posible describir agentes que
interactiian entre ellos, componiendo un sistema con dimensién operacional diferente a la dimensién
en la cual operan dichos agentes. Dichos agentes, desde una, perspectiva de teorfa. de grafos, seran
lamados nodos, mientras que la interaccién entre ellos se denomina una arista, la que representa Ia
conexion entre ellos. Ejemplos de lo anterior son especies bioldgicas interactuando en un ecosistemna,
diversos tipos celulares conformando seres multicelulares o neuronas de un sistema nervioso, por
decir algunos. Este tiltimo es de especial interés en ésta tesis, donde se estudiarsd desde una, pers-
pectiva de redes una red sensorial compuesta de diversas neuronas (nodos) e interacciones (aristas)

entre ellas: la retina.

1.1. Redes Neuronales y Conectividad

El acelerado desarrollo tecnoldgico de hoy dia, a nivel de circuitos, computadores y redes, ha
permitido que nos familiaricemos con conceptos que provienen de la electrénica y las ciencias
computacionales, utilizindolos como metéfora para diferentes situaciones cotidianas, Sin embargo,
estos conceptos ya se habian permeado en el mundo de la neurociencia hace més de 70 afios, por
la. propuesta de McCulloch y Pitts [MeCulloch and Pitts, 1943], quienes modelaron una red neu-
ronal utilizando circuitos binarios. Poco tiempo después, Hebb [Hebb, 1949] propone que las vias
neuronales se refuerzan en la medida en que estas son activadas, dando las primeras nociones sobre
plasticidad neuronal mediada por actividad, sitaucién que Shats [Shatz, 1996] sintetiza: ’cells that
fire together, wire together’, es decir, células que disparan juntas, estdn conectadas. Siguiendo esta
linea, Widrow y Hoff [Widrow and Hoff, 1960] desarrollaron a final de los afios 50’s los primeros
circuitos tipo red neuronal aplicado a problemas del mundo de las comunaciones y posteriomente,
en los afios 80’s, Hopfield [Hopfield, 1982] propone redes neuronales artificiales con conexiones re-
currentes, implementando mermoria en esta redes. Desde aquellos origenes, se ha desarrollado una
linea de investigacion dedicada a la generacién de nuevas redes neuronales artificiales en el contex-
to de ‘machine learning’ e inteligencia artificial, mientras que por otro lado, existe una linea mds
basica enfocada en la investigacién de redes neuronales bioldgicas. Fste trabajo se sitda dentro de

ésta 1ltima lines, relacionando la funcién de la red retiniana con Su organizacién y cambios en la




conectividad.

1.1.1. ;Porque Redes Neuronales?

Parte de los esfuerzos que ha realizado la comunidad neurocientifica para entender el operar
del sistema nervioso (SN) ha sido el proponer al cerebro como una gran red multiescala, tanto
a nivel espacial como temporal [Hagmann et al., 2008, Rubinov and Sporns, 2010, Sporns et al.,
2005, Sporns et al., 2004] (ejemplo de esto es la iniciativa Human Connectome project, http:
//www . humanconnectomeproject.org/). Asi, diversas funciones biolégicas hoy son parte de una
red con actividad dinamica.

Dentro de las escalas estudiadas en el SN existen las redes de neuronas, donde una poblacién
de neuronas interconectadas emiten potenciales de accién (considerado sefial binaria, 1 o 0), los
que generan patrones (series de tiempo) poblacionales de disparo que dependen, entre otros, de la

anatomia, la conectividad, el balance excitacién-inhibicion y el estado de estimulacién de la red.

1.1.2.  Arquitecturas y Tipos de Conectividad

structural connectivity

Figura 1: Redes del Cerebro. En la figura se muestran 3 tipos de interacciones entre las mismas zonas, pero
construidas bajo diferentes tipos de conectividad: estrucutural, funcional y efectiva. En la fila superior se indican
esquematicamente las zonas cerebrales conectadas por flechas (indicando direccion e intensidad de la conexion),
mientras que en la inferior se muestran las matrices de conectividad (también llamada matriz de adjacencia) entre
las zonas, donde cada entrada de la matriz corresponde a presencia o ausencia (negro o blanco, respectivamente) de
conexién con una determinada fuerza (colores) y direccién entre una zona y otra. http://www.scholarpedia.org/
article/Brain_connectivity
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Dentro de las escalas de observacién de las redes, Frison v colaboradores [Friston, 1994] propu-
sieron 3 modos de conectividad que permiten establecer conexiones (dirigidas v no dirigidas como
ponderadas y no ponderadas) entre entidades {nodos) del SN: i) estructural (i.e. anatémica), es-
tudiando las conexiones fisicas entre los nodos, ii) funcional, donde se estudian las correlaciones
estadisticas entre los nodos y iii) efectiva, la que involucra conexién fisica como también correlacién
estadistica, infiriendo relaciones causales entre la actividad de los nodos (Figura 1). De esta forma
es posible establecer topologias o arquitecturas de redes en estos 3 modos.

Dado que el objeto de estudio es una red sensorial compuesta por miles de neuronas, se es-
tudiard Ia red desde una perspectiva de conectividad funcional, con el propésito de entender los
cambios en la conectividad funcional frente a diferentes condiciones experimental, en la restriccidén

espacial (anatémica) y en la evolucién temporal de dicha conectividad.

1.2, Retina: Un Modelo de Red Neuronal

Corno ya se adelanté en la seccién previa, el modelo de red neuronal estudiado en esta tesis
es la retina, una superficie sensorial presente en todos los vertebrados con ojos, especificamente,
la retina in vitro del roedor chileno diurno Octodon degus. Junto con el desarrollo de las matrices
de multi-electrodos (MEA por sus siglas en inglés, ver 2.1.2), es posible estudiar la funcionalidad
de la red frente a diversas condiciones experimentales, registrando potenciales de accién de mas
de 200 células, las cuales pertenecen a una red de miles de células con una diversidad mayor 60
tipos {Masland, 2012]. A continuacién se describirs la organizacién estructural de la retina, sus

tipos celulares, las correlaciones presentes en los patrones de disparo (conectividad funcional}) v los

posibles mecanismos involucrados en dichas correlaciones {conectividad efectiva).

1.2.1. Organizacién de la Red Retiniana: Diversidad Celular ¥ Sindptica.

La retina es una estructura multicapa, organizada en capas celulares {(donde se encuentran los
somas de las células) y plexiformes {capas de contactos sindpticos; neuropilas), la cual realiza una
transformacién de flujo de fotones en flujo de sefiales biolégicas (e.g. potenciales de accién, libera-
cién de vesiculas sinpaticas, cambios en el potencial local de campo). Su organizacién en multicapa,
(desde distal hacia proximal al flujo de fotones) consiste en un epitelio pigmentado, bajo el cual
estan los segmentos externos de los fotorreceptores (FR) seguido por los segmentos internos. Los

somas de los fotorreceptores (conos y bastones) estén ubicados en la capa nuclear externa (CNE),




los cuales proyectan a la capa plexiforme externa (CPE), donde sinaptan con células bipolares (BP,
12 tipos conocidos en mamiferos [Euler et al., 2014]) y horizontales (H), con sus somas ubicados en
la capa nuclear interna (CNI). Las bipolares a su vez proyectan a la capa plexiforme interna (CPI),
donde contactan con células amacrinas (A) y células ganglionares (CGR, mds de 20 tipos conocidos
en mamiferos [Masland, 2012]), estas tltimas con sus somas ubicados en la capa ganglionar (CG),
donde sus axones formardn el nervio éptico que proyectard hacia diversas estructuras cerebrales

retinorecipientes. [Linberg et al., 2001, Gollisch and Meister, 2010, Masland, 2012]. Ver Figura 2.

pigment
epithelium

outer segments
inner segments

outer nuclear
layer (ONL)

outer plexiform
layer (OPL)

inner nuclear B8 1
layer (INL) amacrine
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inner plexiform
layer (IPL)
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laver (GCL)
optic fiber layer
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Figura 2: La Retina de Vertebrados. A la izquierda se muestra un corte transversal de la retina, donde se
aprecian las capas celulares y sindpticas. A la derecha se muestra esquematicamente la identidad de las células y
sus proyecciones hacia las capas sindpticas. Nétar que la luz impacta a la retina por la capa ganglionar. http:
//www.biocon. com/bioline/neurosci/course/eyeret.html

Respecto a la diversidad y organizacién sindptica, se puede establecer dos grandes vias: vertical
y horizontal. La via vertical (F R-BP-CGR) est4 dada principalmente por liberacion de glutama-
to [Connaughton, 2005|, regulando el nivel de excitacion/inhibicion en la red dependiendo de la
intensidad luminica, mientras que las vias horizontales se ven involucradas tanto en inhibicién la-
teral (células horizontales en la CPE y células amacrinas en la CPI, [Jadzinsky and Baccus, 2013])
como también en la actividad concertada de neuronas cercanas (uniones en hendidura en ambas
capas, [Trenholm et al., 2014, Bu et al., 2014, Bloomfield and Vélgyi, 2009]). Los fotorreceptores
activados pueden ser conos o bastones, dependiendo del nivel de iluminacién al cual se enfrenta la
retina, subdividiendo la via vertical en una via fotépica/mesépica (conos, alta intensidad lumini-
ca) y escotdpica (bastones, baja intensidad luminica). Los fotorreceptores regulan la liberacién de

glutamato a nivel de células bipolares v H, dependiendo del nivel de luz. Existen bipolares-ON, las




cuales se depolarizan con los aumentos de intesidad luminica y bipolares-OFF, que se hiperpola-
rizan con el aumento de intensidad luminica. Las proyecciones de bipolares-ON y bipolares-OFF
se encuentran segregadas en la CPI, formando las sub-laminas ON y OFF, generando una divisién
estructural entre las vias sensibles al aumento y reduccién de la intensidad Iuminica, [Euler et al.,
2014). Las células bipolares liberan glutamato, hacia CGR y A. No obstante, existen célulasamacri-
nasy CGR con drboles dendriticos extendidos hacia ambas sub-ldminas, lo que les permite integrar
seriales provenientes de la via ON y la via OFF [Euler et al., 2014, Masland, 2012, Gollisch and
Meister, 2010].

Especificamente, Octodon degus presenta 3 tipos de fotorreceptores, sumando casi 10 millones:
uno de tipo bastén y 2 de tipo conos (proporcién 3:1, respectivamente), uno de onda media M
(verde) y de onda corta S (ultravioleta) en proporeién de 13:1 (M:8) [Jacobs et al., 2003]. Respecto
a las bipolares, se han encontrado en degus 11 tipos funcionales y con distinta expresién de recep-
tores ionotrdpicos (tipo OFF, 10) o metabotrépicos (tipo ON, 1)(resultados atin no publicados, A.
Palacios lab.). En la CG se estima un total de 297.000 células [Jacobs et al., 2003, Vega-Zuniga
et al., 2013).

En resumen, la retina es una red no aleatoria en su estructura, donde sus funciones estarsn
dadas por las interacciones tanto verticales como horizontales. Estas interacciones generan propie-
dades de células tinicas como por ejemplo la sensibilidad & la direccidn [Gollisch and Meister, 2010],
campos receptivos con oponencia centro-perfieria [Schwartz et al., 2012] y también propiedades de
red tales como correlaciones en los patrones de disparo de cientos de CGR. Este ltimo punto es
de especial interés en esta tesis, el cual serd abordado desde una perspectiva estructural, funcional

¥ efectiva en las siguientes subsecciones.

1.2,2. Correlaciones en los Trenes de Espigas de Células Ganglionares de la Retina

(CGR): Estudiando la Conectividad Funcional

Las correlaciones en los patrones de disparo de las CGR. han sido observadas en diferentes
especies de vertebrados (e.g. goldfish [Kenneth S. Ginsburg, James A. Johnsen,Levine, 1984], pri-
mate [Greschner et al., 2011], salamandra [Schneidman et al., 2006], cobayo [Simmons et al., 2013)),
ocurriendo no solo en respuesta a estfmulos dindmicos, sino que tambien frente a estfmulos est4ti-

cos como luz uniforme espacial y temporalmente (full field} [Greschner et al., 2011, Simmons et al.,
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2013, Vidne et al., 2012]. Actualmente, con el desarrollo de MEA, es posible registrar desde decenas
hasta miles de neuronas simultdneamente [Ferrea et al., 2012], estudiando no solo las correlaciones
entre pocas neuronas, sino que también las correlaciones en grandes poblaciones de CGR [Schneid-
man et al., 2006, Thkacik et al., 2014, Vidne et al., 2012]. Mientras algunos estudios consideran que
las correlaciones entre las CGR no dependen de las correlaciones del estimulo [Nirenberg et al.,
2001, Meytlis et al., 2012], otros estudios han mostrado que las correlaciones de las CGR estén
relacionadas con el régimen de ruido en el cual se encuentre la red neuronal [Tkacik et al., 2010]
asi como también con las correlaciones del estimulo [Simmons et al., 2013]. En poblaciones de neu-
ronas simuladas [Tkacik et al., 2010] como también en retinas de salamandra [Puchalla et al., 2005],
de cobayo [Simmons et al., 2013] y de primate [Shlens et al., 2009] se observa que ftanto las tasas
de disparo como las correlaciones entre pares de neuronas explican estadisticamente los patrones
poblacionales observados, indicando dependencia entre pares de neuronas respecto al estfmulo (ver
figura 3). Ademds, recientes investigaciones han demostrado que los patrones de disparo de dos
neuronas adjacentes y acopladas eléctricamente responden a la estructura espacial del estimulo, a
lo cual cada neurona por si sola es incapaz de responder, mostrando que las correlaciones en una
escala temporal rdpida (<5ms) dependen tanto del acoplamiento eléctrico entre neuronas como
también de la estructura espacial del estfmulo [Trenholm et al., 2014].

Shlens y colaboradores [Shlens et al., 2006, Shlens et al., 2008] han mostrado que los patro-
nes de disparo multi-neuronales de las CGR frente a un estimulo que varfa espaciotemporalmente
(ruido blanco espaciotemporal) pueden ser explicados estadfsticamente en base a las correlaciones
entre pares de CGR cercanas. Esto 1iltimo permite realizar estadistica de los patrones de disparo
sin tener que tomar en cuenta todos los patrones generados y, biolégicamente, sugiere mecanismos
subyacentes a las correlaciones que se encuentran restringidos espacialmente.

Los estudios presentados arriba aportan informacién respecto a la conectividad funcional de
la red retiniana y sugieren también ciertos mecanismos (conectividad efectiva) subyacentes a estas
correlacciones. La siguiente seccién entrega una revisién sobre los posibles mecanismos involucrados

en las correlaciones observadas en la retina.
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Figura 3: Correlaciones en 40 CGR de salamandra. En A se muestra la distribucién de probabilidad de
neuronas disparando sincrénicamente en una ventana temporal de 20ms para la poblacién registrada en MEA du-
rante un estimulo de pelicula natural (linea roja). La linea roja discontinua muestra un ajuste usando una funcién
exponencial. La linea azul muestra la distrbucién para la misma poblacién, pero luego de randomizar los trenes
de espigas para cada neurona. La linea azul discontinua muestra una distribucién de Poisson, la cual representa
completa independencia entre neuronas. En B se muestra la tasa de ocurrencia de patrones generados por un modelo
de Méxima Entropia (eje ) vs la tasa de ocurrencia de los patrones observados empfiricamente (eje z). Los puntos
grises (P)) corresponden a los patrones generados por un modelo donde solo se toman en cuenta las tasas de disparo
(independencia), mientras los que los puntos rojos (Pa) corresponden a los patrones generados por un modelo que
toma en cuenta las tasas de disparo y los disparos sincrénicos entre pares de neuronas en una ventana de 20ms, el
cual se ajusta mejor a los datos empiricos al compararlo con el modelo de independencia. La linea negra corresponde
a la identidad. Schneidman et al. 2006 [Schneidman et al., 2006]

1.2.3. Origenes de las Correlaciones en las CGR: Mecanismos

Los origenes de las correlaciones entre CGR han sido estudiado en varios vertebrados [Mas-
tronarde, 1989, Brivanlou et al., 1998, DeVries, 1999, Shlens et al., 2006, Shlens et al., 2008, Trong
and Rieke, 2008], dando cuenta de al menos 3 tipos de correlaciones de acuerdo a la temporalidad
de estas: (i) rapidas (0.5-5 ms), (ii) medianas (5-10ms) y (iii) lentas (10-40ms)(ver figura 4). Las
correlaciones lentas (iii) estan dadas por ruido compartido, es decir, principalmente por la actividad
de los fotorreceptores o por la variabilidad en la absorcién estocdstica de fotones [Trong and Rieke,
2008, Ala-Laurila et al., 2011]. En el caso de las correlaciones de mediano rango (ii) se ha sugerido la
participacién de amacrinas. También es posible que estén dadas por olas de propagacién de activi-
dad en la capa ganglionar [Brivanlou et al., 1998]. Finalmente, las correlaciones rapidas (i), que son
el foco de este trabajo, han sido divididas en dos grandes tipos: divergentes y reciprocas [Mas-
tronarde, 1989, Brivanlou et al., 1998, DeVries, 1999, Shlens et al., 2006, Shlens et al., 2008, Trong

and Rieke, 2008] (ver figura 5). El primer caso, las correlaciones divergentes, corresponde a dos
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Figura 4: Mecanismos Involucrados en Correlaciones. La figura muestra esquemdticamente los mecanismos
que podrian estar generando correlaciones entre CGR. P es fotoreceptor, B es bipolar, A es amacrina ¥ G es célula
ganglionar, A muestra acoplamiento eléctrico entre ganglionares vfa uniones en hendidura, lo que resultarfa en co-
rrelaciones répidas, llamadas reciprocas. B Correlaciones de medio rango generadas por acoplamiento eléctrico via
uniones en hendidura con una amacrina pre-sindptica, pero también podria ser una bipolar estimulando simultanea-
mente a dos ganglionares. C Muestra correlaciones lentas generadas por inputs qufmicos comunes generados por
fotorreceptores o bipolares. D Muestra correlaciones dadas por ondas de actividad que se porpagarian en una red
de ganglionares acopladas eléctricamente bajo condiciones farmacolégicas o no sanas. Extraido de Brivanlou et al.
1998, [Brivanlou et al., 1098],
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células post-sindpticas que reciben input de una sola pre-sindptica, la cual podria ser una bipolar
0 una amacrina. Dado que este mecanismo requiere de una sola célula pre-sindptica, generalmente
estard restringido al solapamiento entre los campos dendriticos de las CGR (generalmente de la
misma polaridad), pero también puede darse via amacrinas de campo ancho [Manookin et al., 2015],
caso en el cual el solapamiento no serfa restriccién. En el caso de las correlaciones reciprocas,
corresponde a acoplamiento electrico entre CGR. Se ha observado que las sindpsis eléctricas no
estan presentes entre todos los tipos de CGR [Trong and Rieke, 2008], lo cual restringe aiin mas
las correlaciones reciprocas a ciertos tipos especificos de CGR. Aparte de estos dos grandes meca-
nismos, se puende encontrar correlaciones rapidas dadas por la estructura espacial del estimulo,
la que puede generar liberacién vesicular (desde bipolares) simultdnea en diferentes sitios, correla-
cionando la actividad de la CGR [Trong and Rieke, 2008}.

Por lo tanto, es posible distinguir correlaciones en base a la temporalidad, los mecanismos que
forman parte de ellas, la extensién espacial en la retina y también los tipos neuronales que
participan de estas correlaciones. Sin embargo, el efecto de diversos estimulos ha empezado a ser
considerado recientemente [Simmons et al., 2013). Hasta la fecha no ha sido tomado en cuenta la

variacion de la extension espacial de las correlaciones ¥ como dichas correlaciones varfan durante
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la presentacién del estimulo. En la siguiente seccién se describirg las motivaciones de éste trabajo

¥ las probleméticas a abodar.
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Figura 5: Tipos de Correlaciones Radpidas. La imdgen muestra dos tipos de correlaciones entre células ON ¥
células OFF de conejo (ambas BT, ’brisk transient’, i.e. células rapidas ¥ transitorias en su modo de disparar) en

base a los mecanismos que las subyacen: divergente

(A} ¥ reciproca B, A muestra un mecanismos divergente entre

dos células ON, donde una célula pre-sindptica estimula a dos post-sindpticas, generando 1ma funcién correlacién

cruzada (ver 2.2.6) con un solo peak. B muestra la

misma funcidn, pero para dos células OFF las cuales presentan

acoplamiento eléctrico, i.e. un mecanismo recip

roco, generando una funcién correlacién cruzada con dos peaks,

correspondiente con la activacién mutua entre éste ar de células. Extrafdo de DeVrles, 1999 [DeVries, 1999).

1.3. EI Problema

Dado que la retina presenta una estructura ¥y organizacién que restringe tanto temporal como
espacialmente las correlaciones entre las CGR, es de interés estudiar la variacién de dichas corre-
laciones y su dependencia con el estimulo. De esta forma, serfa posible restringir ia conectividad
funcional de la red en base a la estructura ¥ organizacién de la retina, considerarando no solo
correlaciones estadisticas entre neuronas, sino que mecanismos y relaciones causales entre ellas {ie.
conectividad efectiva).

Como antecedente, recientes estudios han mostrado que el nivel global de correlaciones entre
CGR depende de las correlaciones del estfmnlo como también de los tipos neurcnales considerados
en la interaccién [Greschner et al., 2011,Simmons et al., 2013). Sin embargo, esos estudios no explo-
raron la extensién espacial asf como tampoco la variacién temporal de las correlaciones a lo largo

de una sesién de estimulacién.
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Figura 6: Dependencia con el estimulo Yy extension espacial de las correlaciones. La figura A muestra el
exceso de correlacién (correlaciénes con estimulo no correlacionado, i.e. ruido blanco vs correlaciones con estimulos
correlacionados) para diversos estimulos en CGR de cobayo. Los niimeros bajo las barras corresponde al nimero
de pares considerados para el andlisis. Simmons et al. 2013 [Simmons et al., 2013]. En B se muestra la extensién
espacial ('spacing’, correspondiente al solapamiento entre los CR, ver 2.2.5) de las correlaciones entre diversos tipos
de células ganglionares ON de conejo estimuladas con ruido blanco (BT, ’brisk transient’, D, 'delayed’, BS, 'brisk
sustained’, Slug, 'sluggish’). Se aprecia que para células del mismo tipo. i.e. BT x BT, se encuentra un decaimiento
exponencial de las correlaciones respecto al solapamiento entre campos receptivos, mientras que para los otros tipos
de interaccion las correlaciones son nulas. DeVries 1099 [DeVries, 1999].

1.3.1. Restricciones Espaciales de la Conectividad Funcional

Entonces, teniendo en cuenta que las correlaciones dependen del estimulo v de los tipos neuro-
nales considerados, surge la pregunta: ;Varia la extension espacial de las correlaciones entre CGR
con el estimulo?. De ser asi, ;Depende del tipo de CGR considerada en la interaccion?. Ademds,
(existen correlaciones significativas mds alla del solapamiento entre los campos receptivos?. Siendo
asi, jque mecanismos conocidos permitirfan estas correlaciones?. Las primeras tres preguntas seran
abordadas experimentalmente, mientras que la tltima serd abordada en la discusién en base a la

revision de mecanismos expuesta en 1.2.3.

1.3.2. Temporalidad de las Correlaciones

Por otro lado, las correlaciones han sido estudiadas tradicionalmente considerando los trenes de
espigas de todo el registro, dejando de lado la evolucién temporal de estas correlaciones durante la
sesion de estimulacién. Por ejemplo, ;Cambia la extensién espacial de las correlaciones durante el
registro? Aqui, se comparara las correlaciones considerando todo el registro contra las correlaciones
encontradas en ventanas temporales consecutivas para diversas condiciones de estimulacién, lo que
permitira explorar las variaciones de las correlaciones en el tiempo y, por tanto, cambios en la

conectividad funcional con el tiempo.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1. Parte Experimental

2.1.1. Animales y Preparacién Biolégica

Se utilizé el roedor chileno Octodon degus de alrededor de 3 meses de edad. El bioterio de la
Universidad de Valparaiso dispone de una colonia estable de Octodon degus. El animal es sacrificado
luego de anestesia, sus ojos enucleados, dejados en solucidn extracelular (AMES 8.8¢/L H,0) bur-
bujeada con gas mezcla (95% O3 5% CO») mantenida a temperatura ambiente. Luego, se extrae
la retina y se separa del epitelio pigmentado a partir de la preparacién de 0jo en copa. La retina
obtenida es cortada a lo largo de 2 ejes perpendiculares, obteniendo 4 trozos ¥ se registrara al menos
uno de ellos en el MEA, cuidando de registrar en la zona més cercana a la veta visual (zona de

mayor densidad celular).

2.1.2. Set-up Experimental y Registros con Matriz de Multi-Electrodos

El trozo de retina es dispuesto con las CGR en contacto con los electrodos del MEA, el cual
estd conectado al sistema interfaz USB-MEA256 {MCS, ancho de banda 1Hz - EkHz) y las sefiales
obtenidas son adquiridas con MC_Rack (MCS) instalado en un PC, que digitaliza la sefial a 20kHz.
Los fotorreceptores quedan orientados hacia la linea. optica por donde viaja el estimulo desde el
proyector. Las matrices utilizadas tienen electrodos de 304m de didmetro y con separacién de 100pm

entre ellos.

2.1.3. Condiciones Experimentales ¥ Estimulos

Se registré por 10-15 min. en actividad esponténea escotopica (ALE, 0.3 nW/cm?), 10-15 min.
en actividad esponténea fotépica (AEF, luz proyectada scbre la matriz con intensidad igual a la
intesidad media de los otros estimulos, 74 nW/cm?), ruido blanco (RB, checkerboard) por 15-30
min y la pelicula natural por 15-30 min. Checkerboard corresponde a una cuadricula de 400x400
pixeles (5u / pixel) compuesta de bloques cuadrados (60xmm), donde cada blogue puede tomar alea-

toriamente cian (0,255,255 en R,G,B) o negro, refrescando la imagen a una tasa de 60Hz, mientras
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que la pelicula natural (registrada con un robot movil) es una secuencia de 30 segundos de 400x400
Dbixeles consistente en movimientos de camara, pasto, drboles, cielo, etc., la cual es repetida al menos

30 veces consecutivamente, mostrada a 60 Hz.

2.2.  Analisis Computacional

2.2.1. Spike-Sorting: Del Registro Electrofisiolégico al Raster Plot

Los eventos (espigas) son detectados fijando un umbral de -4.5 d.s. - -6 d.s. del promedio de la
sefial de cada canal por separado. Luego, estos eventos son clasificados semi-autométicamente via
Anélisis de Componente Principal (PCA} y ValleySeek usando el software Offline Sorter {Plexon
inc.}, verificando manualmente la calidad de cada cliister, modificdndolos cuando fuera necesario. Se
descartan eventos con formas de onda tipo axdnicas y también los que violen el periodo refractario
(intervalo entre disparos <2ms) [Segev et al., 2004]. Finalmente, se obtiene para cada unidad una
serie de tiempo en base a las espigas, el cual se usars en los andlisis sucesivos. Ademds, se calcula la
correlacién de Pearson entre todas las unidades obtenidas para buscar duplicados enfre elecirodos,
i.e. neuronas que fueron registradas por més de un electrodo. Si dos neuronas presentan un nivel
de correlacién de Pearson mayor a 0.5, entonces dichos trenes de espigas se mezclan, El conjunto

de trenes de espigas de todas las unidades es el llamado raster.

2.2.2. Estimacion de los Campos Receptivos

Los campos receptivos de las CGR se estiman usando ’spike-triggered average’ (STA) mediante
un cddigo MATLAB, usando los registros de la retina durante estimulacién con checkerboard [Chi-
chilnisky, 2001}. STA corresponde al estimulo promedio que precede al disparo de una neuroha, por
lo que se construye el conjunto promedio de frames que preceden a una espiga para una neurona en
particular (en este caso, 18 frames, ~ 300ms). Luego, mediante métodos de descomposicién matri-
cial, en este caso SVD (singular value decomposition), se obtendr4 el filtro temporal (temporalidad
del estimulo previo al disparo) y espacial (espacio en la retina, donde esta neurona es sensible) de la
neurona. Se conservardn solo las neuronas donde el valor peak del filtro espacial exceda en 5 d.s. al
valor promedio del fondo. Para estimar el tamafio ¥ la posicién del campo receptivo, se ajusta una
elipse al filtro espacial, obteniendo asi la posicién relativa al estimulo y se tomard 1 s.d. en cada

semieje como los respectivos semiradios de la elipse.




% g7

13

2.2.3. Clasificacién de las CGR en base a la Polaridad: Subpoblaciones ON y OFF

Utilizando los filtros temporales se clasificardn las CGR, como ON u OFF. Se utilizardn los
dos primeros compontentes principales de estos filtros ¥y se clasificardn automaticamente usando el

algoritmo de clasificacién k-means con 2 clisters.

2.2.4. Rasters sintéticos

Dado que probabilisticamente las correlaciones aumentan con las tasas de disparo de las neuronas
consideradas para el cdlculo, se generé un raster artificial para cada condicion experimental y para
cada retina por separado. Para esto se tomé el conjunto de tasas de disparos empiricas y con ellas se
generd un conjunto de trenes de espigas sintético, manteniendo la misma tasa de disparo empirica
¥ la misma duracién del registro. De esta forma, se generé un raster de neuronas independientes
enire ellas y, ademds, independientes del estimulo. Utilizando Ia tasa de disparo de cada neurona, se
generé una serie binarizada (mismo nimero de bins que el registro empirico) de niimeros aleatorios
extraidos de una distribucién de Poisson con promedio igual a la tasa de disparo, entregando una
espiga si es que la tasa de disparo es mayor al ntimero aleatorio, o un silencio en caso de que sea
igual o menor. Este raster permite distinguir entre las correlaciones que estdn dadas solo por los
aumentos en las tasas de disparo y las correlaciones que estdn dadas ya sea por la estructura y
dindmicas de la retina asf como también por el estfmulo, Este raster serd sometido a los mismos

analisis de correlaciones que los datos empiricos.

2.2.5. Espaciamiento entre los Filtros Expaciales

El espaciamiento es calculado como el cociente entre la distancis, euclideana entre los centros de

los campos receptivos de dos neuronas (i y 7) ¥ 1a suma de los dos semiejes menores:

s=dy/(ri+r5) (1)

donde s es el espaciamiento, di; la distancia euclidiana y r; y 75 son los semiejes menores de la elipse
ajustada a la neurona ¢ y j, respectivamente. De esta forma se tiene una medida del solapamiento,
que cuando s = 1 corresponde a adjacencia entre los campos receptivos, s < 1 corresponde a
solapamiento y s > 1 no hay solapamiento. Dado que es un cociente entre distancias, esta medida

presenta unidades arbitrarias.
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2.2.6. Correlacicnes Espaciotemporales

Los trenes de espigas de cada CGR serdn separados en ventanas (bin) consecutivas de 1ms para
posteriormente calcular la funcién correlacién cruzada (FCC) normalizada para series de tiempo
discretas entre todos los pares posibles, considerando un restraso (delay) temporal, n, en la FCC

de =+ 5ms. Esta funcién sigue la formula:

m=+n

FCC(f,9) = Y f[mlglm +n], (2)

m=-—n

donde f y g son dos series de tiempo, f* es el complejo conjugado de f, m corresponde al ’bin’
temporal y n al retraso considerado para calcular la funcién (para un ejemplo ver figura 5). La
normalizacién fuerza a esta funcién a ser 1 cuando n = 0 si f =g (i.e. la funcién autocorrelacién
es 1 con cero retraso). Esta funcién captura no solamente los eventos sincrémicos (i.e. correlaciones
espaciales; dos neuronas disparando en el mismo 'bin’), sino que tambien captura correlaciones
temporales, i.e. neurona 1 disparando a tiempo 0 y neurona 2 disparando a tiempo n 7 Q.

Se considerard como indice de correlacién el méximo absoluto de la, funcién dentro del rango
donde se calculé y se realizard este proceso para cada condicién de estimulo por separado. Poste-
riormente, se asignard a cada par la indentidad de la interaccién, es decir, ON-ON, OFF-OFF o
ON-OFF.

Para cuantificar el cambio global de correlaciones entre CGR, 6CC entre un estfmulo y otro, se
graficard la correlacién para todos los pares en Ia condicion a vs los valores de correlacién para los

mismos pares en la condicién b. A este grafico se le ajustara una funcién de la forma
Pa = (1+8CC)py, (3)

donde p, ¥ pp es el conjunto de correlaciones para la condicion a y b, respectivamente, §CC es
la diferencia global de correlacidnes entre ambas condiciones [Simmons et al., 2013]. Dado que el
ajuste entrega un solo valor de §CC, se realizara dicho ajuste para 20 subconjuntos (de diferentes
tamafios) de pares de CGR aleatorias ¥ dicho proceso se repetird 30 veces, cambiando siempre la
semilla generadora de nimeros aleatorios. De esta forma, se obtiene una distribucién de 8CC, la
cual en todos los casos es normal, lo que permite representarla con el promedio 4CC, y la desvia-

cién estdndar 6CC,, para luego hacer comparaciones estadfsticas entre ellos basados en estadistica,
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paramétrica. Este mismo andlisis se realizard para estudiar los cambios en las tasas de disparo, &

Tasa de disparo, de una condicién a otra.

2.2.7. Extension Espacial de las Correlaciones

Con el espaciamiento ya calculado (ver 2.2.5) se calculard una funcién correlacién vs espacia-
mienio. Generalmente, esta funcion se ajusta a un decaimiento exponencial de las correlaciones con

el espaciamiento, con la forma:

XCorr(s) = XCorrg €% +¢, (4)

donde s es el espaciamiento entre campos receptivos (ver ecuacién 1} XCorr(s) es la correlacién en
funcidn del espaciamiento entre los campo receptivo, X Corry es la maxima correlacién cuando s = 0
y —1/b corresponde al largo cardcteristico de las correlaciones al cual se reducen en casi un tercio del
valor inicial. ¢ representa el nivel de correlacién basal. En este caso se considerard solo X Corr{s = ¢)
y XCorr(s = 1) como referencia de la linea base de las correlaciones y como las correlaciones en
el limite del solapamiento, respectivamente. Dado que al ajustar ésta ecuacidn se obtiene un solo
valor, no es posible realizar comapraciones estadisticas. Por lo mismo, se utilizard todos los valores
de correlacién en el rango s = 1 = 0.01 y en el caso de la linea base se utilizara todos los valores

de correlacion encontrados para s >8.

2.2.8. Evolucidén Temporal de las Correlaciones

Utilizando ventanas temporales de 5s con un solapamientos entre ellas del 50 %, se realizara el
mismo analisis expuesto en 2.2.7, obteniendo la funcion X Corr(s) para cada ventana temporal, es
decir una funcion XCorr(s,t). Luego, se calculard la distribucién (i.e. histograma) de valores para
XCorr(s = 1,1) y para XCorr(s = ¢,t), para estudiar la divergencia entre los valores de correlacién

m4és alld del solapamiento y los valores de correlacién basal en el tiempo, respectivamente.

2.2.9. Comparaciones Estadisticas

En el caso de que las muestras comparadas se ajusten a una distribucién normal, se aplicars t-
test para una o dos muestras para comparacién entre promedios, En el caso que las muestras

comparadas no se ajusten a una distribucén normal, entonces se utilizara el test no paramétrico

de Kolmogorov-Smirnov (K-S) para comparar las distribuciones con o = 0.0001. Ademss, el test
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K-S entrega un estadistico que representa la distancia entre la distribuciones ¥ serd utilizado para

establecer distancias entre distribuciones no normales,
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3 RESULTADOS

3.1. Conjuntos de Datos

En esta seccién se describird cualitativa ¥y cuantitativamente los datos obtenidos, comenzando
por una descripcién de los datos en término de nimero de GGR, registradas, sus tasas de disparo,
sus campo receptivo (i.e. polaridad, drea y solapamiento) y la actividad poblacional. Posteriomente,

se ahondar4 en las correlaciones, su extensién espacial y su evolucién temporal.

3.1.1. Subpoblaciones ON y OFF y sus campos receptivos

Se registraron 4 trozos de retina de 4 animales distintos, donde después de realizar spike-sorting,
verificar la existencia de duplicados entre electrodos y fltrar las neuronas de acuerdo a la calidad
de su campo receptivo, se obtuvo un total de 867 CGR, obteniendo 263 ON y 631 OFF. Como
ejemplo de una de las retinas registradas ver figura 7. Para el caso de las CGR ON se aprecia un
peak positivo, mientras que para las OFF un peak negativo. Cabe notar la existencia de neuronas
bifdsicas, las cuales no obstante serdn clasificadas como ON u OFF por el algoritmo, de acuerdo a
su cercania a uno de los dos clisters en el espacio de los dos primeros componentes principales de

los filtros temporales.
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Figura 7: Filtros Espaciales y Temporales para CGR ON y OFF. Se muestran datos para una de las
retinas registradas. En A y en B se observan todos los filtros temporales para las CGR ON (rojo) y OFF (azul),
respectivamente. Se aprecia que no todas tienen el peak a la misma temporalidad, sin embargo todas las ON presentan
un peak positivo y las OFF un peak negativo. En C y en D se observa la distribucién espacial de los filtros espaciales
de las CGR ON (rojo) y OFF (azul), respectivamente y en gris las células que no pertencen a la sub-poblacién
respectiva. Las figuras muestran la elipse ajustada al STA con lo en cada semi-eje. Se puede apreciar como ambas
subpoblaciones cubren practicamente todo el espacio retiniano registrado

Respecto al drea de los campo receptivo (Figura 8), se encontré un promedio de 1136.95 pm?
para todas las unidades, 1643.94 pum? para ON y 947.32 pum? para OFF. Si bién las neuronas OFF
Son mAs numerosas, estas presentan campos receptivos mas pequefios, mientras que las ON , las

cuales son menos representadas en la zona registrada, presentan campos receptivos de mayor area.
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Figura 8: Area de los Filtros Espaciales y Espaciamiento entro CGR. En A se observa los histogramas de
dreas de los filtros espaciales para las CGR ON (rojo), OFF (azul) y todas juntas (negro). Se observa como las CGR
ON presentan una distribucién extendida hacia filtros espaciales mas grandes, en comparacién con las OFF. En B se
muestra la distribucién acumulada del espaciamiento entre pares de CGR ON, OFF y todas juntas. En el recuadro
se muestra el intersecto con s = 1 (linea discontinua cian), i.e. ajacencia entre los filtro espaciales, donde se aprecia
que existe mayor cantidad de pares ON con solapamiento entre sus filtros espaciales que pares OFF.

El espaciamiento entre los campos receptivos de las CGR es una medida funcional de la zonas
de integracién compartidas (o no compartidas) entre pares de neuronas y entrega nociones sobre
los posibles inputs comunes que éstas podrian recibir. Para todos los pares de CGR estudiadas, se
encontrd un espaciamiento promedio de 4.13, 3.73 para las ON y 4.60 para las OFF. Es de especial
interés el porcentaje de pares CGR que presentan un espaciamiento menor a 1, ya que esto indica
el porcentaje de pares de CGR que integran zonas compartidas en el espacio, v, probablemente,
también comparten inputs. Para todos los pares estudiados se encontré que un 5.71 % presenta
solapamiento, mientras que para las ON se encontré un 7.54% y para las OFF un 4.54%. Los
detalles de la distribucién de las dreas de campos receptivos y del espaciamiento entre ellos son
expuestos en la figura 8 y en la tabla 1.

Por lo tanto, se encuentra que la numerosidad del tipo de CGR est4 inversamente relacionada

con el tamano de los campos receptivos, y, consecuentemente, con el solapamiento entre ellos, es
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decir, a mayor tamaiio de campos receptivos, mayor solapamiento entre CGR, ¥ menos numerosidad
de dicho tipo.
Tabla 1: Areas de campos receptivos y Espaciamiento entre ellas,

Area (zm?®) Espaciamiento (UA)

Tipo |Promedio Minimo Midximo |Promedic Minimo Méximo

Todas 1136.5;5 14.10 10125.36( 4.13 0.0025 23.92
ON [ 1643.94 190,77 10125.38 3.73 0.055 16.064
OFF | 947.32 14,10 4299.48 4.60 0.00256  23.92

3.1.2. Ntimero de Neuronas y Tasas de Disparo

Para todas las CGR registradas se encontré que la tasa de disparo promedio decae con el estfmulo
de la forma PN>RB>AEF>AEE (ver tabla 2 y figura 9). Ademss, se encontrd que para ambas
condiciones espontdneas hay células que no disparan durante todo el registro, las cuales si disparan
con RB y PN. El aumento de las tasas de disparc desde la condicién AEE a la condicién AEF se
corresponde con un aumento eni”el nivel global de excitacién de la red dado por un aumento en la
actividad de los conos. Cabe notar que en la condicién AEF las CGR ON presentan una tasa de
disparo promedio mayor que las OFF, lo cual se corresponde con la preferencia de las CGR. ON por
los aumentos de intensidad luminica ¥ la correspondiente supresién de actividad de las CGR, OFF,
Bajo condiciones fotépicas, las células OFF presentan siempre la méxima tasa de disparo y también
el mayor aumento global al comparar entre condiciones. Respecto a las células ON, no muestran
un aumento global significativo en sus correlaciones (p>0.01, t-test) al comparar AEF y RB, lo que
sugiere que para esta subpoblacién estos estimulos son equivalente en términos de excitacidn.

Tabla 2: Tasas de disparo por tipo y condicién,

Cond, AEE AEF RB PN

Tipo / Tasa (Hz) |Prom, Min. Méx, |Prom. Min. Mgx. Prom. Min, Méx.|Prom. Min. Mdx.
Todas 0.92 0 18.16| 3.12 0 81.19{ 6.24 0.036 61.04| 8.68 0.011 107.38
ON 1.42 0 10.80| 5.01 0.0022 27,93} 6.4 0.12 27.72 894 041 26.55
OFF G732 O 18.16| 2.40 0 81.19| 6.14 0.036 61.04{ 8.59 0.011 107.38

Por lo tanto, la modulacién espaciotemporal del estfmulo induce mayores tasas de disparo en
ambas subpoblaciones y, ademds, hace disparar a neuronas que no disparan durante ambas con-
diciones espontdneas. Adicionalmente, las correlaciones espaciotemporales del estimulo (i.e. PN)

inducen mayores tasas de disparo en las CGR, respecto a los otros estfmulos.
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Figura 9: Tasas de disparo por tipo y condicién. En A se muestran histogramas de tasas de disparo en gréfico
semilogaritmico para las 4 retinas registradas, con las 4 condiciones experimentales: AEE (negro), AEF (verde), RB
(azul) y PN (rojo). Mismo gréfico para B y C, solo que con las CGR ON y OFF, respectivamente. D muestra el
cambio global en las tasas de disparos, 4 Tasa de disparo, para diferentes comparaciones entre estimulos. Se observa
que AEF aumenta las tasas de disparos significativamente respecto a AEE, indicando mayor nivel de actividad en
la red. Todos los valores son significativamente diferentes de 0 (p<0.001, t-test), a excepcion de la poblacién ON

para AEF vs RB, donde no hay cambios globales significativos en las tasas de disparo (p>0.1). Barras de error son
1 desviacion estdndar.

3.1.3. Actividad (Sub)Poblacional

La actividad poblacional es la suma de todas las espigas de todas las neuronas registradas en
un bin determinado. Visualizar esta actividad v, eventualmente, analizarla estadisticamente, es de
especial interés puesto que entrega nociones sobre la estructura espacial y temporal de la actividad
poblacional de todas las CGR registradas, y la contribucién de un tipo especifico de CGR a dicha
actividad. En la figura 10 se muestra la tasa poblacional para las CGR ON, OFF y todas juntas
para las 4 condiciones experimentales para una de las retinas. Se observan diferencias visuales en las
actividad poblacionales, tanto dependientes del estimulo como del tipo considerado. Numéricamente
se expone en la tabla 3 la correlacién de cada subpoblacién a la actividad poblacional total y la

correlacion existente entre ambas subpoblaciones. Se encuentra que la poblacién OFF en todas las
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condiciones contribuye mayormente a la actividad poblacional, lo cual es consistente con el mayor
nimero de estas células en las retinas registradas, y también se aprecia que la contribucién de
cada tipo es estable con los estimulos. En el caso de la interaccién entre poblaciones, se observa
estabilidad en la interaccién entre las subpoblaciones, a excepcién de pelicula natural, donde la
correlacién entre las actividades aumenta casi el doble, indicando una mayor interaccién funcional
entre estas bajo el estimulo natural y menor segregacion.

Tabla 3: Contribucién de Subpoblaciones a la Actividad Poblacional

Coeficiente de Correlacién + E.E.M.
Comparacion / Condicién AEE AEF RB PN
Todas vs On 0.677+0.064 | 0.6814+0.033 | 0.557+0.049 0.6964+0.049
Todas vs Off 0.833+0.042 | 0.848+0.027 | 0.90540.0140 0.94740.0079
On vs Off 0.18210.018 [ 0.197+0.047 | 0.1584-0.039 0.43440.041
A Todas ON OFF

VY ey
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Figura 10: Actividad Poblacional por Tipo y Condicién. En las fil

as se muestran las condiciones (A AEE,

negro; B AEF, verde; C RB, azul; D PN, rojo)
con un bin de 20ms. El eje y cambia con la
Cabe notar la mayor tasa poblacional de CGR

v la semajanza entre el trazo para Todas y para ON

modulacién espaciotemporal, C y

y en las columnas las CGR consideradas en la actividad poblacional

condicién, mientras que el eje siempre presenta el mismo rango.

ON a pesar de ser menor en niimero (68/270 en este experimento)

en ambas condiciones espontaneas. Para las condiciones con

D, las CGR OFF son las que predominan en términos de magnitud de tasa de

disparo poblacional. Considerar que los patrones repetidos en D ocurren por la repeticién del estimulo.

Entonces, dadas los diferentes patrones espaciotemporales en la actividad poblacional v sus

aumentos (y disminuciones) concertados de actividad, se investigara estas diferencias en base a las

correlaciones entre pares de CGR, la extension espacial de éstas v sus variaciones temporales.
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3.2. Andlisis de Correlaciones

En las siguientes secciones se mostrar4 los resultados obtenidos para las correlaciones entre CGR
¥ las subpoblaciones descritas. Se comenzara con una comparacién del nivel de correlacién global
entre estimulos, para luego ahondar en la extensidn espacial de las correlaciones. Se comparardn
estos resultados con los encontrados para los rasters sintéticos (ver 2.2.4). Finalmente se mostrar4 la
dindmica de las correlaciones durate la sesién de estimulacién,

Como fue descrito en 1.2.3, las correlaciones dependen del tipo de CGR, involucrado, del sola-
pamiento entre ellas y del estimulo. En la figura 11 se muestra un ejemplo de estas dependencias
para 3 pares de CGR registradas. Se observa que la FCC entre ON-ON levemente solapadas (figura
11 A} presenta un peak cercano a retraso = para PN y RB, sin embargo la forma ancha de las
FCC sugiere correlaciones dadas por sindpsis eléctricas [Brivanlou et al., 1998, Trong and Rieke,
2008, Shlens et al., 2008]. Adem4s, se observa el aumento en la magnitud de la FCC para PN, en

comparacién con las otras condiciones.
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Figura 11: Ejemplo de Funcién Correlacién Cruzada para pares de CGR ON-ON, OFF-OFF y ON-
OFF. A, B y C muestran la FCC para pares de neuronas ON-ON (rojo), OFF-OFF (azul) y ON-OFF (magenta),
respectivamente, para las 4 condiciones experimentales. Notar el aumento en la magnitud de la FCC entre CGR con
la misma polaridad para las condiciones PN v RB, en comparacién con AEE y AEF. D muestra la distribucién en
el espacio retiniano de los pares seleccionados (signiendo el mismo cédigo de colores), donde se puede apreciar el
solapamiento entre los pares de CGR. Las elipses grises muestran las CGR que no fueron seleccionadas.

Para el caso de AEF no se observan correlaciones més alld del ruido y para el caso de AEE una
de las dos CGR considerara no dispard, por lo que no se logré computar la FCC. Por otro lado, la
interaccion OFF-OFF solapadas (figura 11 B) muestra una FCC para RB y PN mas estrecha con un
peak a retraso = 0, sugiriendo que esta interaccién esta dada por acoplamiento eléctrico [Brivanlou
et al., 1998, Trong and Rieke, 2008, Shlens et al., 2008]. Para el caso de AEE se encuentra un peak
desplazado (-4 ms) no centrado en 0, lo que indica correlacién temporal entre estas CGR OFF, es
decir, una activacién secuencial de éstas CGR. En el caso de AEF las FCC es ruidosa.

Finalmente, la interaccién entre ON y OFF con campo receptivo solapados (figura 11 C) mues-
tra un valle a retraso = 0, lo cual concuerda con las descripciones de Mastronade [Mastronarde,
1989], sin embargo, se aprecia un peak a -2ms para AEE, indicando una activacién secuencial de
estas dos CGR, tal como en el caso OFF-OFF para AEE. En el caso de AEF se observa un amplio

rango de retrasos temporales en los cuales la FCC es nula, indicando que bajo esta condicién este
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par de CGR no tienen correlaciones rdpidas. No obstante, los valores de correlacién para éste tipo

de interaccion se reducen mds de 3 veces, en comparacién con los otros pares.
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Figura 12: Dependencia de las correlaciones con las tasas de disparo. La figura muestra la relacion lineal
entre las correlaciones y la rafz cuadrada del producto de las tasas de disparo de dos neuronas consideradas, fasa; y
tasaj, respectivamente.

Por otro lado, se calculé la dependencia de las correlaciones con las tasas de disparo para neu-
ronas no correlacionadas por construccién (ver 2.2.4), encontrando que las correlaciones aumentan
linealmente con la rafz cuadrada del producto de las tasas de disparo. El producto entre ambas
tasas de disparo es equivalente a la probabilidad de ambas neuronas disparando juntas. Entonces,
neuronas que se encuentran no correlacionadas por construccién exhiben correlaciones, por lo que
se comparard las correlaciones encontradas en los datos experimentales con las encontradas en los
raster sintéticos para discriminar entre correlaciones dadas por las tasas de disparo y correlaciones
dadas por la estructura y dindmica de la retina como también por el estimulo.

As{, éstos andlisis se realizardn para todas las CGR registradas, considerando el espaciamiento
entre ellas, el tipo de interaccién y el estimulo, tomando en cuenta solo el valor maximo de la FCC

para retrasos temporales entre - 5ms, pero no la forma de la FCC.

3.2.1. Efecto Global del Estimulo: Interacciones Dentro y Entre Subpoblaciones

Siguiendo lo expuesto en 2.2.6, se calculé el méximo de la FCC para todos los pares, para
todos los experimentos y condiciones experimentales. La distribucién de los valores de correlacién

encontradas se expone en la figura 13. Para casi todes las condiciones y tipos seleccionados, las

correlaciones se distribuyen aproximadamente de forma log-normal, encontrando para todos los
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casos que el méximo de la distribucién para PN est4 desplazado hacia, mayores valores de correlacién,
en comparacién con las otras condiciones experimentales y, ademds, su cola mayor decae como una
ley de potencia, i.e. linea recta en grifico logarftmico, al igual que RB. Para el caso de todos los
pares de CGR, Ia distribucién para AEE y AEF son semejantes, sin embargo en el caso de la
interaccién OFF-OFF, las distribuciones comienzan a diverger aproximadamete a 10-2 de valor
de correlacién, mientras que para ON-ON se asemejan incluso en la cola mayor de la distribucién,
Notar que para ON-ON, AEE y AEF muestran alta frecuencia de valores pequeiios de correlacién,
lo que se aprecia en que la cola menor de la distribucién no cae a cero, ajustdndose menos a una
distribucién log-normal. Mismo caso para la interaccién ON-OFF en la condicién AEE ¥ PN. Por
inspeccién visual, se observa que los menores valores de correlacion para PN estdn dados por la

interaccién ON-OFF (comparar figura 13.A con 13.D).
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Figura 13: Histograma de Valores de Correlacién Empirica. Distribuciones de correlaciones positivas (no se
encontraron valores negativos y para graficar en logaritimico se descartaron todas las correlaciones iguales a cero).
Todas las distribuciones se aproximan a una distribucién log-normal a excepcién de AEE en la interaccién ON-ON
y ON-OFF (B y D). En A se aprecia el desplazamiento del maximo de la distribucién con el estimulo de la forma
PN>RB>AEF=AEE. En B se aprecia que para la interaccipon ON-ON, AEF y AEE presenta gran frecuencia
de valores bajos de correlacion, sin embargo ambas distribuciones se extienden hacia altos valores de correlacion,
en comparacion con las otras condiciones. C muestra una distribucién méds aguda para AEF, en comparacién con
las otras interacciones, indicando una reduccién en la fuerza de la interaccién en dicha condicién. D muestra gran
frecuencia para valores bajo de correlacién tanto para AEE y PN mustra una cola extendidad hacia valores bajo
de correlacién ausente en las otras interacciones. Por lo tanto, la modulacién espaciotemporal del estimulo genera
aumento en la moda (y la media) de los valores de correlacién, independiente de la interaccién que se tome en cuenta.

Se observa que en todos los casos el maximo de la distribucion se desplaza hacia mayores valores
de correlacién de la forma PN>RB>AEF=AEE, semejante al aumento de las tasas de disparo. Parte
del comportamiento encontrado en la distribucién de las correlaciones se debe solo al aumento en las
tasas de disparo (ver figura 14), sobre todo el desplazamiento de las distribuciones. Sin embargo, los
raster sintéticos exhiben valores de correlacién mucho menos frecuentes (~ un orden de magnitud)
que los raster empiricos, indicando que la estructura de la retina, sus dindmicas y la respuesta al
estimulo inducen tanto mayores valores de correlacién como también correlaciones de a pares mas
frecuentes (maximo de las distribuciones en el eje y). Todas las distribuciones correspondientes

entre datos empiricos y sintéticos son significativamente diferentes (test K-S p<0.0001), indicando
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que las correlaciones encontradas empiricamente no estan generadas por un proceso de Poisson, i.e,

independencia entre neuronas e independencia de la neurona dado su pasado.
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Figura 14: Histograma de Valores de Correlacién para rasters Sintéticos. Mismo grafico que en 13, pero
para rasters generados sintéticamente sin correlacién entre neuronas por construccion. Se mantiene la escala de ambos
€jes para facilitar la comparacién. También se observan distribuciones aproximadamente log-normales, exhibiendo
el mismo comportamiento de los datos empiricos: el maximo de la distribucion decae con el estimulo de la forma
PN>RB>AEF=AEE, corroborando que parte del aumento en las correlaciones se debe solo al aumento en las tasas
de disparo. Ademds, las distribuciones cubren un menor rango de valores de correlacién (sobre todo hacia valore
cercano a 1), asi como también los valores de correlaciones encontrados son menos frecuentes.

Los resultados observados en estas distribuciones, que han sido descritos cualitativamente hasta
hora, seran explorados en mds detalle y de forma cuantitativa en las signientes secciones. No obstan-
te, solo mirando las distribuciones (de datos empiricos y sintéticos), se evidencia que la modulacién
espaciotemporal del estimulo genera mayores valores de correlacion (tanto moda como media), los

cuales en parte dependen del aumento de las tasas de disparo generados por dichos estimulos.

3.2.2. Efecto Global del Estimulo: Comparando entre Estimulos con §CC

Utilizando la ecuacién 3 y la metodologia expuesta en 2.2.6, se calculo §CC entre AEE v AEF,

ya que en ambas condiciones se registré la actividad de la red sin modulacién espaciotemporal del
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estimulo, pero ambas entregan la actividad intrinsica de la red bajo niveles diferentes de iluminacién.
Luego, se comparé solo entre condiciones fotopicas, es decir, AEF vs RB v PN y finalmente RB
vs PN, para comparar la misma via fotépica v no mezelar en la comparacion la via de conos
con la de bastones. Asi, se comparé las correlaciones dadas por la actividad intrinseca de la red
contra las correlaciones dadas por la modulacién del estimulo. El mismo anélisis se repitié con
las correlaciones encontradas en los rasters sintéticos, para descartar cambios en las correlaciones
dados solo por las tasas de disparo. Ademss, se comparo estadisticamente los valores de dCC con los
valores de §Tasa de disparo (ver figura 9.D), encontrando que todos los valores de CC (tanto para
los rasters empiricos como sintéticos) son significativamente diferentes a los de §Tasa de disparo

(p<0.0001, t-test para dos muestras).
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Figura 15: Diferencia en las Correlaciones Empiricas. A-D muestran gréficos de dispersién donde se comparan
los valores de correlacién entre todos los pares de CGR para una condicién vs la otra. Linea diagonal indica la
identidad y el cédigo de colores es ON-ON (rojo), OFF-OFF (azul), ON-OFF (magenta) y Todas (negro). E resume
los valores de dCC, £ 16CC, (barras de error) para todas las comparaciones realizadas, mostrando el efecto de
la modulacién espaciotemporal correlacionada (PN) y no correlacionada (RB) sobre la actividad intrinseca de la
red. Todos los puntos significativamente diferentes de 0 (t-Student para una muestra p<0.0001) y significativamente
distintos entre ellos (t-Student para dos muestras p<0.0001).

Al comparar AEE vs AEF (figura 15.A) se encontré un aumento en las correlaciones solo para
la interaccion ON-ON, mientras que para las otras interacciones se encontré una disminucion de las
correlaciones. Al considerar los rasters sintéticos (ver 16.A), se encontré que tanto la interaccion

ON-OFF como la interaccién entre Todas muestran un aumento en las correlaciones, mientras que
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OFF-OFF muestra una disminucién y ON-ON un aumento (estos 1ltimos dos casos consistentes
cualitativamente con los datos empiricos, pero diferentes estadisticamente). El aumento especifico
de las ON est4 relacionado con su preferencia a disparar con los aumentos de la intensidad lumini-
ca, ademéds de que todas las CGR estdn recibiendo el mismo estimulo simultaneamente. Notar que
las tasas de disparo para Toda la poblacién como para la poblacién OFF aumentan al comparar
esta dos condiciones (ver figura 9.D), pero no asf las correlaciones enire ellas, La disminucién en
las correlaciones para la interaccién OFF-OFF tanto en raster sintéticos como empiricos puede ser
explicada por la gran dispersién de los valores de §Tasa de disparo para esta comparacién, ademdas
de las neuronas que no disparan en ninguna de las dos condiciones.

Para el caso de AEF vs RB (figura 15.B ) todas las interacciones observadas en los datos empiri-
cos se corresponden cualitativamente con los cambios observados en los rasters sintéticos {(figura
16.B), a pesar de ser estadisticamente diferentes (t-test para dos muestrass p< 0.0001), con los
rasters sintéticos exhibiendo mayores valores de §CC. Especificamente, la interaccién ON-ON pre-
senta un leve aumento de las correlaciones para la condicién RB, lo cual indica que en términos
de correlacion global esta sub-poblacién es levemente sensible efecto de Ia modulacién espaciotem-
poral no correlacionada, a pesar de que en términos de tasas de disparo es insensible (ver figura
9.D). La interaccién OFF-OFF muestra un aumento en las correlaciones sugiriendo que la activi-
dad poblacional bajo estd condicién esta conducida mayormente por la actividad concertada entre
CGR OFF. Esto se apoya también en el aumento de las correlaciones para la interaccién ON-OFF,
indicando que las CGR ON aumentan mas su interaccién con las CGR OFF en RB, que con ellas
mismas. Consecuentemente, aumentan las correlaciones para toda la poblacién. Entonces, en RB
la actividad se ve conducida mayormente por las CGR OF¥F, las cuales no solo aumentan sus tasas
de disparo, sino que también el nivel de correlacién con ellas mismas y con las CGR ON, cuando

se compara con AEF,
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Figura 16: Diferencia en las Correlaciones para raster Sintéticos. La figura muestra el mismo grafico
expuesto en la figura 15, pero para los rasters sintéticos. Se aprecia el mismo comportamiento cualitativo para todas
las comparaciones, excepto para AEE vs AEF. No obstante, todos los valores encontrados difieren estadisticamente
de los valores encontrados para los rasters empiricos. Notar que los ejes de A-D fueron reducidos en un orden de

magnitud para mejorar la visualizacién (ningtin punto quedé fuera) en comparacion a los gfaficos correspondientes
para los rasters empiricos.

Cuando se compara AEF contra PN (figura 15.C ), se encuentra que el aumento de correlaciones
para PN es aproximadamente el doble del aumento para AEF vs RB, para todas las interacciones
consideradas, encontrdando el mismo comportamiento para los raster sintéticos, pero difiriendo es-

tadisticamente. Esto muestra que la modulacién espaciotemporal correlacionada de la

pelicula natural induce no solo mayores tasas de disparo, sino que también mayores

correlaciones en toda la red. Se aprecia el mismo fenémeno que en AEF vs RB respecto a la
actividad poblacional conducida mayormente por las CGR OFF, solo que con mayor magnitud.

Luego, al comparar RB vs PN (figura 15.D) se observa que a pesar de que los valores encontrados

de §CC son significativamente diferentes (p<0.001, t-test para dos muestras), todos se encuentran
en un entorno cercano de valores, al igual que para los rasters sintéticos. Esto reafirma lo observado
en AEF vs RB y AEF

vs PN: la modulacién espaciotemporal correlacionada del estimulo PN no

cambia fundamentalmente la proporcién o la forma en que las subpoblaciones interactiian global-

mente (en comparacion con RB), sino que cambia la intensidad de las conexiones funcionales entre

ellas. Por otro lado, los valores encontrados aqui (0.345 + 0.0033 para Todas)

coinciden sorpren-

dentemente con los valores encontrados por Simmons et al. (0.32 + 0.020) [Simmons et al., 2013]

para comparaciones entre RB v PN pero en CGR de cobayo.
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En suma, las CGR estudiadas pueden cambiar globalmente sus tasas de disparo independiente
del cambio global de las correlaciones. La modulacién espaciotemporal del estimulo genera una
mayor actividad correlacionada entre todas las CGR respecto a las correlaciones intrinsecas de la
red bajo condiciones fotépicas, especialmente entre las CQR OFF. Esta actividad correlacionada

se intensifica cuando la modulacidn espaciotemporal del estimulo estd correlacionada.

3.2.3. Extensién Espacial de las Correlaciones

Entonces, teniendo en cuenta los efectos del estimulo sobre las correlaciones globales en la red, se
ahondard en mayor detalle sobre la extensién espacial de estas correlaciones en el espacio retiniano
en busca de restricciones espaciales sobre dichas correlaciones. De esta forma no solo se observar4 el
efecto del estimulo y el tipo de interaccién sobre las correlaciones, sino que también el efecto de
la distancia entre CGR en el espacio retiniano, es decir, el efecto sobre las correlaciones locales.
Tal como se realizd en las secciones anteriores, se estudiars el caso de los rasters sintéticos para

descartar las correlaciones dadas por los cambios en las tasas de disparao,
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Figura 17: Extensién Espacial de las Correlaciones. [as figuras muestran la funcién Xcorr(s) para todas
las interacciones y estimulos utilizados. El inserto muestra el detalle de la funcién cercano a s=1, i.e. adjacencia
entre campos receptivos. Se destaca que PN presenta correlaciones mas alls del solapamiento para todos los tipos
de interaccién. A excepcién de ON-ON (B) bajo AEE y AEF, todas las funciones se ajustan a un decaimiento
exponencial de las correlaciones con el espaciamiento entre RGC, exhibiendo una relacién PN>RB>AEF>AEE
tanto para Xcorr(s = 1) como para Xcorr(s = ¢). OFF-OFF (C) muestra alta semejanza con Todas (A). ON-OFF
D exhibe los menores valores maximos de correlacién. La linea base de correlaciones tanto para AEE como para RB
no depende del tipo de interaccion (K-S test p> 0.001). Lo mismo ocurre para PN, a excepcién de ON-ON., la cual
difiere de todas las otras interacciones para esta condicién. Bajo AEF, ON-ON difiere de todas las otras interacciones
y OFF-OFF tambien difiere de ON-OFF (K-S test p> 0.001). El cédigo de colores se mantiene al igual que en las
figuras anteriores.

En las figuras 17 y 18 se muestran las funciénes X corr(s) para todas las condiciones expe-
rimentales y todos los tipos de interaccién, considerando los valores de correlacién con y sin las
contribucién de las tasas de disparo, respectivamente. Lo primero que salta a la vista es que existe
un decafmiento exponencial de las correlaciones a medida que los campos receptivos de las CGR se
alejan. Lo segundo, es que las correlaciones sin la contribucién de las tasas de disparo mantienen
su decaimiento exponencial, sin embargo las asintotas de las funciones se acercan a cero, indicando
que gran parte de las diferencias entre estas esta dada por el cambio en las tasas de disparo. No
obstante, la interaccion ON-ON para AEE y AEF presenta muchos puntos que yacen fuera del

ajuste exponencial, indicando la existencia de correlaciones que dependen de forma no exponencial
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del espaciamiento entre las CGR. Esto es de especial interés, ya que estas dos condiciones evocan la
actividad intrinseca de la red bajo condiciones escotépicas y fotépicas, respectivamente, mostrando
que en dichas condiciones las CGR ON presentan correlaciones significativamente diferentes de la
linea base que se extienden mas alld del solapamiento entre campos receptivos. Esto indica la pre-

sencia de correlaciones espaciotemporales intrinsecas extendidas espacialmente en la red.

Todas
A s
0.05
S 004
B q
£
S 0.03
=
S
2 0.028
E 0.01
0
0
OFF-OFF
C 0054
0.05
< 0.04
[="1]
E
S 0.03
5
2 0.02
'E' il
S 0.01
0 £ = ey Gra O s, U O o o i 8 T e el “7. .
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8§ 10 12

Espaciamiento (UA) Espaciamiento (UA)

Figura 18: Extensién Espacial de las Correlaciones Independientes de las Tasas de Disparo. Se muestran
los mismo gréficos que en la figura 17, pero luego de restar los valores de correlaciones obtenidos para los raster
sintéticos (i.e. Correlacién corregida). Se observa el mismo comportamiento que en la figura 17, solo que la linea base
de las correlaciones (asintota) cae a cero, disminuyendo la diferencia entre las curvas. Esto indica que gran parte de
la linea base de las funciénes Xeorr(s) corresponde a las correlaciones dadas por los cambios en las tasas de disparo,
sobre todo para RB, donde la linea base exhibe para todas las interacciones el menor valor luego de la correcién.

Fuera del excepcional caso de la actividad intrinseca de las CGR ON, se observa el mismo
fenémeno: tanto los valores de correlacién cuando las campos receptivos de las CGR se encuentran
adjacentes (Xcorr(s = 1)) como los valores de la linea base (Xcorr(s = ¢)) de las correlaciones
son significativamente mayores para PN, cuando se compara con las otras condiciones sin restar la
contribucién de tasas de disparo (test K-S p< 0.0001, para todos los tipos de interaccién). Cuan-

do se resta la contribucién de las tasas de disparo, X corr(s = 1) bajo PN es significativamente
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mayor que RB para todas las condiciones e interacciones {test K-S p< 0.0001), sin embargo para
el caso de la interaccién ON-OFF es menos significativo al compararlo con AEE y AEF (K-S test
p<0.01 y p<0.1, respectivamente). Cabe notar que al restar la contribucién de las tasas de dispa-
ro, Xcorr(s = 1) para RB muestra los minimos valores para todas las interacciones excepto para
OFF-OFF. Respecto a la linea base de las correlaciones (Xcorr(s = ¢)), se observa que al restar
la contribuci6n de las tasas de disparo todas las Hneas bases son signiftcativamente diferentes entre
ellas (K-S test p<0.0001), sin embargo RB exhibe siempre la menor linea base y PN solo es mayor
que AEF para la interaccién OFF-OFF, mientras que para las otras interacciones PN siempre es
menor que AEE y AEF,

Por lo tanto, la modulacién espaciotemporal del estimulo (RB y PN) evoca tanto mayor co-
rrelacién cuando los campos receptivos estan adyacentes como también la mayor linea base de las
correlaciones, especialmente la 1nuoclulacién espaciotemporal correlacionada del estimulo (PN). Sin
embargo, bajo RB, en la interac'c@Qg de Todas, ON-ON ¥ ON-OFF tanto la correlacién cuando los
campos receptivos son adjacentes como la lines base de las correlaciones dependen fuertemente del
cambio de las tasas de disparo, ya que al restar la contribucién de estas, ambos valores caen por
debajo de las otras condiciones. Lo mismo ocurre con la linea base de las correlaciones de PN, la cual
también cae por debajo de las condiciones esponténeas en el caso de Todas, ON-ON y ON-OFF.
Entonces, los mayores valores de correlacion independientes de los cambios en la tasas de disparo
para campos receptivos adjacentes son evocados por la modulacién espaciotemporal correlacionada

del estimulo y no asf cuando esta modulacién no estd correlacionadas.

.
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Figura 19: Correlaciones mas alld del solapamiento. La figura muestra la distancia K-S entre Xcorr(s = 1)
y Xcorr(s = c), para todas las condiciones y tipos de interaccién. Puntos magenta indica diferencias significativas
entre ambos valores con p<0.0001. Tanto RB como PN muestran correlaciones més alld del solapamiento para todas
los tipos de interacciones, caso contrario a AEE, donde no hay diferencias signficativas, i.e. las correlaciones estan
restringidas por el solapamiento entre campos receptivos. AEF muestra diferencias significativas para OFF-OFF y
Todas, sin embargo la interaccién ON-ON presenta una funcién Xcorr(s) no exponencial, por lo que estos pardmetros
no representan la relacidn entre correlacién y espaciamiento. La mayor diferencia entre ambos valores se encuentra
con PN para todas las interacciones, es decir, PN presenta la mayor etensién espacial de las correlacion a pesar de
tener la mayor linea base. Cédigo de colores por condicién se mantiene igual que en las otras figuras.

Por otro lado, al comparar el valor de correlacién para campos receptivos adjacentes, X corr(s =
1), contra el valor de correlacién de la linea base, X corr(s = ¢), es posible discriminar entre corre-
laciones que estdn signficativamente extendidas més alld del solapamiento entre campos receptivos
de las que no. Para esto se utilizo el test K-S para estudiar la significancia de esta diferencia como
también el estadistico de éste test para medir la diferencia entre estos valores. Asi, se encontré que
la diferencia entre estos valores (distancia K-S, ver figura 19 y 20), para la interaccién entre Todas
y entre OFF-OFF decae de la forma PN>RB>AEF>AEE para las correlaciones con v sin la con-
tribucién de las tasas de disparo. Por otro lado, no se encontré diferencias signficativas entre estos
valores para todas las interacciones consideradas en AEE, tanto tomando en cuenta la contribucion
de las tasas de disparo a las correlacién como cuando esta se resta. Para AEF solo la interaccidn
entre OFF-OFF y Todas muestran correlaciones significativas mas alld del solapamiento (K-S test
p<0.0001) con y sin correccién para tasas de disparo. Considerar que la interaccién ON-ON para
ambas condiciones espontdneas muestra un comportamiento no exponencial. Para el caso de RB se
encuentran correlaciones méas alla del solapamiento en todos los tipos de interaccién cuando no se

corrige por las tasas de disparo, mientras que cuando se aplica la correccién solo se encuentran co-
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rrelaciones significativas para Todas y OFF-OFF , confirmando la gran contrubucién de las tasas de
disparo a las correlaciones bajo esta condicién. Finalmente PN muestra correlaciones significativas
més alld del solapamiento para todos los tipos de interaccién con y sin correcién para tasas de dis-
paro. Asimismo, para esta condicién se encuentran los mayores valores de distancia K-S, indicando

que estos dos valores presentan la mayor divergencia bajo éste estimulo.
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Figura 20: Correlaciones Independientes de la Tasa de Disparo mas alla del Solapamiento. Se muestra
la misma figura que en 19, pero luego de restar las correlaciones encontradas para los rasters sintéticos, es decir,
correlaciones sin la contribucién de las tasas de disparo. Notar que la distancia K-S entre ambos valores disminuye

al realizar la correcién asi como también dejan de ser significativas las diferencias para ON-ON y ON-OFF. Se
mantienen las maximas distancias K-S para PN, incrementdndose para el caso de la itneraccion OFF-OFF.

En suma, la actividad intrinseca de la red bajo condiciones escotdpicas presenta correlaciones
restringidas por el solapamiento entre campos receptivos, mientras que la actividad intrinseca bajo
condiciones fotdpicas muestra correlaciones restringidas por el solapamiento solo para ON-OFF
(sin considerar el caso no trivial de ON-ON). Ademss, como fue observado para el nivel global
de correlaciones, la subpoblacién OFF parece conducir mayormente la actividad concertada en las
condiciones con modulacién espaciotemporal poblacional (RB y PN), pero no asf para las condicio-
nes espontdneas, donde la sub-poblacién ON no solo aumenta el nivel global de correlaciones, sino
que también extiende sus correlaciones intrapoblacionales a espacimientos mayores al solapamiento.
Finalmente, se destaca que a pesar de descartar la contribucion de las tasas de disparo a las corre-
laciones encontradas en PN, esta sigue exhibiendo la mayor extension espacial de las correlaciones,
asi como también el mayor nivel de correlaciones cuando los campos receptivos de las CGR est4n

adjacentes.
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3.2.4. Evolucién Temporal de las Correlaciones

Los resultados presentados arriba muestran el nivel global de correlaciones considerando los
trenes de espigas de todas las neuronas durante toda la sesién de estimulacion, lo cual anula cual-
quier tipo variacién temporal de las correlaciones que pudiera ocurrir, suponiendo una conectividad
funcional estdtica. A continuacién se mostrardn breves resultados sobre la variacién temporal de

las correlaciones en una sesién de estimulacion.
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Figura 21: Correlaciones en el Tiempo.
y de Xcorr(s = ¢) (linea punteada)
ambos parametros en el tiempo, exhi

La figura muestra el curso temporal de Xcorr(s = 1) (lfnea continua)
para una retina representativa. En A, AEE, se pueden ver oscilaciones de
biendo la mayor amplitud para la interaccién ON-ON. Se observa también

que Xcorr(s 1) fluctia desde niveles e

quivalentes a la linea base hacia niveles alejados de la misma, es decir,

hay correlaciones mas all
observa altos valores de ¢
oscilaciones de ambos p

a del solapamiento que no son capturadas al considerar todo el registro. En B, AEF, se

orrelacién para ON-ON en comparacién con las otras interacciones. C, RB, también exhibe

ardmetros, mostrando la mayor separacidn entre ellos para OFF-OFF. D, PN, muestra

oscilaciones répidas de las correlaciones la cuales estdn relacionadas con las variaciones de la pelicula natural mas la
repeticion del estimulo. Cédigo de colores mantiene se mantiene igual que en las figuras anteriores. .

Como se observa en la figura 21, la funcién X corr(s,t) no es constante en el tiempo, sino que
varia en todas las condiciones y tipos de interaccion, indicando la presencia de cambios en la conec-
tividad funcional. Al comparar la figura 10.A con 21.A, i.e. AEE, se observa que no solamente es

la tasa poblacional oscila en el tiempo, sino que también la extension espacial de las correlaciones,
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la cual periédicamente cae al nivel basal de correlaciones y luego aumenta, divergiendo del valor
basal, sobre todo para Todas, ON-ON y ON-OFF. Este fenémeno no se observa al realizar el andlisis
considerando todo el registro, situacién donde X corr(s = 1) nunca es mayor que la linea base. No
obstante, la menor divergencia entre estos valores se encuentra en AEE para todas las condiciones,

sugiriendo que las fluctuaciones de la extensién espacial de las correlaciones dependen del estimulo. .

Tabla 4: Contribucién de las interacciones entre ¥ dentro subpoblaciones a la evolucién temporal de
las correlaciones para CGR, adjacentes

Coeficiente de Correlacién + E.E.M. Xeorr(s = 1,1)
AEE AEF RB PN
Todas vs On-On | 0.60140.10 | 0.87120.053 | 0.75540.054 0.743+0.036
Todas vs Off-Off | 0,90040.034 | 0.9653-0.0067 | 0.8920.015 0.947+0.,012
Todas v On-Off | 0.8144-0.091 | 0.969+0.0054 | 0.877--0.028 0.871+£0.0092
On-On vs Of-Off | 0.46740.10 | 0.773+0.073 | 0.530+0.050 0.598-£0.063

Tabla 5: Contribucién de las interacciones entre ¥ dentro subpoblaciones a la evolucién temporal de
Ia linea base de la correlaciones

Coeficiente de Correlacién + E.E.M, Xcorr(s = c,t)
AEE AEF RB PN
Todes vs On-On | 0.836+0.13 | 0.863+0.038 | 0.765+0.038 0.788+0.036
Todas vs Off-Odf | 0.9494-0.031 | 0.986+0.0068 | 0.967+0.0055 0.979+0.0070
Todas vs On-Off | 0.7824+0.091 | 0.9511+0.0:2 | 0.800+0.050 0.859+0,037
On-On vs Of-Off | 0.51540.15 | 0.83540.044 0.6884:0.043 | 0.7254+0.048

Para el caso de AEF (21.B), se encuentran los mayores valores de correlacién para ON-ON y
los menores para OFF-OFF, consistente con lo encontrado en el andlisis estdtico de las correlacio-
nes (figura 17), donde ON-ON presenta mayor linea base de correlaciones asi como correlaciones
Imayores a la linea base extendidas mds alld del solapamiento, Se aprecia mayor divergencia entre
Xeorr(s = 1,t) y Xcorr(s = ¢,) en comparacién con AEE, (figura 22.B), indicando que la ac-
tividad poblacional intrinseca. de la retina bajo condicion fotopica oscila por momentos de mayor
extension espacial de las correlaciones, es decir, existen momentos donde la actividad de disparo se
propaga en la retina, correlacionando CGR alejadas entre si.

Respecto a la modulacién espaciotemporal del estimulo (RB y PN), se observa que ambos
parametros (Xcorr(s = 1,t) y Xcorr(s = ¢,t)) se encuentran alejados, confirmando lo encontrado
en la secciones previa: la modulacién espaciotemporal del estimulo induce correlaciones significati-

vamente mayores a la linea base més alld del solapamiento. Sin embargo, las correlaciones ON-QFF




presentan la menor divergencia (22.C v D), indicando que incluso en el tiempo la interaccién entre
estas dos vias se encuentran restringidas espacialmente y que las vias estdn funcionalmente conec-
tadas con mayor fuerza con si mismas que entre ellas. Para ambos casos, RB y PN, se observa que
la interaccién OFF-OFF es la que presenta mayor divergencia entre ambos pardmetros. Mds ann,
como se observo en la figura 15, la modulacién espaciotemporal correlacionada del estimulo induce
mayores valores de correlacién y, ademds, valores de correlacién més alla del solapamiento que se

mantienen divergentes de la linea base en el tiempo.
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Figura 22: Histograma de Correlaciones en el tiempo. La figura muestra el histograma de valores para
Xeorr(s = 1,t) (linea continua) y Xcorr(s = ¢, t) (linea punteada) y la divergencia entre estas distribuciones medida
con la distancia Kolmogorov-Smirnov. Se observa una disminucién de ambos pardmetros y de la divergencia entre ellos
de la forma PN>RB>AEF>AEE. La interaccién ON-OFF muestra la mayor divergencia entre los parametros para
los estimulos sin modulacion (A y B), indicando interacciénes dindmicas extendidas mds alla del solapamient entre
ambas subpoblaciones. Lo contrario se observa para las condiciones con modulacion del estimulo, C y D, donde
la interaccion ON-OFF presenta la menor divergencia, indicando que bajo estas condiciones las subpoblaciones
presentan mas correlaciones y mayor extensién espacial cuando interactiian dentro de cada sub-poblacién que entre
ellas. Concordante con el analisis estatico, se observa que la interaccion OFF-OFF para estimulos modulados preseta
la mayor correlacién en el tiempo asi como también la mayor extension espacial de las correlaciones en el tiempo,
presentando muy poco solapamiento entre la distribucién de ambos parametros. Cédigo de colores se mantiene igual
que en las figuras anteriores.

Asi como se observé que la actividad poblacional presenta una mayor contribucién de las CGR
OFF dada su mayor representacién, también se observa lo mismo respecto a las correlaciones en el
tiempo (ver tabla 4 y 5), donde la interaccién OFF-OFF muestra los mayores valores de correlacién
con la evolucion temporal de Xcorr(s = 1) y Xcorr(s = ¢) para toda la poblacién bajo estimulos

modulados espaciotemporalmente. También se observa que la interaccién ON-ON muestra la me-
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nor correlacién con la interaccién OFF-OFF, indicando que también en el tiempo estas dos vias

muestran segregacion funcional,

En suma, la conectividad funcional varfa en el tiempo, mostrando que en la actividad instrinseca
de la retina existen momentos donde las correlaciones se extienden mas alld del solapamiento entre
CGR asi como también momentos donde las correlaciones quedan restringidas completamente al
solapamientos entre ellas. La modulacién espaciotemporal del estimulo induce también mayores
valores de correlacién en el tiempo y mayor extension espacial de la mismas, sobre todo para la

sub-poblacién OFF, Esta modulacién también fortalece la interaccién entre las vias ON y OFF.
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4 DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que la modulacién espaciotemporal del estfmilo evoca los
mayores niveles globales de correlaciones espaciotemporales, asi como también la mayor extensién
espacial de estas en el espacio retiniano, especialmente el esifmulo pelfcula natural (correlacionado
espaciotemporalmente) entregando los méximos valores de correlacién global ¥ la méxima exten-
sién espacial. Ademds, se mostré que el nivel de correlacién depende también del tipo de CGR
considerada, encontrando mayores niveles de correlacién ¥ de extensién espacial en interacciones
intra-poblacionales que en interacciones inter-poblacionales. De esta forma so prueba la hipdtesis
de trabajo.

Por otro lado, gran parte de los cambios globales en las correlaciones (no asf la extensién es-
pacial) de una condicién a otra se deben a los cambios en las tasas de disparo, por lo que es de
especial interés discutir los cambios globales en las tasas de disparo. Sin embargo, aunque no haya
cambio global en las tasas de disparo, se pueden encontrar cambios globales en las correlaciones y
visceversa, sugiriendo un rango donde las tasas de disparo y las correlaciones pueden variar inde-
pendiente una de la otra, es decir, la organizacién funcional de la red puede variar independiente
del nivel de excitacién global de ésta.

A continuacién se discutirdn en mayor detalle los resultados encontrados, los posibles meca-
nismos involucrados en las correlaciones y sus cambios, y como estos mecanismos restringen la

conectividad funcional, dando nociones sobre la conectividad efectiva de esta red.

4.1. Subpoblaciones y cambios en las tasas de disparo

4.1.1. Superficie Registrada y Niimero de CQR

La superficie registrada es de aproximadamente 2 mm?, siempre cercana al nervio éptico. Luego,
considerando que en la CG de la retina de O. degus hay aproximadamente 3000 células /mm? [Vega-
Zuniga et al., 2013] y suponiendo que aproximadamente la mitad de las células en esta, capa son
amacrinas desplazadas [Kao and Sterling, 2006] (caso del cabayo), se registré y analizé aproximada-
mente un 7% (215 CGR en promedio en cada retina) de las CGR presentes en la CG. Este valor es

solo aproximado, ya que desconocemos la proporcién entre CGR. ¥y amacrinas. Otro factor que influ-
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ye en el registro es la profundidad y espaciamiento al cual los electrodos registran, ya que podrian
existir sefiales de las CGR que no son detectadas por los electrodos, mas ain si consideramos que
el umbral de deteccion es menor o igual a -4.5 d.s. del promedio de la sefial (ver 2.2.1), descartando
muchas espigas con baja tasa sefial-ruido. Ademss, existen células que responden con baja tasa de
disparo o simplemente no responden a los estfmulos presentados, las que son descartadas, dismi-
nuyendo atin mds el mimero de células seleccionadas. Finalmente, se debe considerar también que
fueron seleccionadas solamente células que tuvieran un STA poco ruidoso (ver 2.2.2) con el fin de
tener buenas estimaciones del espaciamiento entre CGR, sin embargo el que una CGR no muestre
buena sefial en el STA no indica necesariamente que esta CGR haya sido mal registrada o erronea-
mente analizada durante el spike-sorting, sino que podria no ser estimulada. preferentemente con el
ruido blanco. Entonces, se debe tener en cuenta que solo estamos tomando una pequefia muestra

de todas las CGR presentes en la CG.

4.1.2. Clasificacién de las CGR y Campos Receptivos

Las CGR fueron clasificadas utilizando el filtro temporal de sus campo receptivo (ver 2.2.3), el
cual captura el curso temporal promedio del estimulo previo al disparo de la CGR [Chichilnisky,
2001], sin embargo, dado que STA es un promedio, es posible que algunas CGR respondan tanto a
aumentos como disminuciones de la intesidad del estimulo, entregando filtros temporales bifdsicos
o simplemente sin modulacién temporal, requiriendo de otras metodologias (e.g. spike-triggered
covariance [Schwartz et al., 2006, Samengo and Gollisch, 2013] o non-linear input model [McFartand
et al., 2013]) no utilizadas aqui para detectar estos componentes por separado. Por otro lado, cuando
se utiliza un estimulo tipo pulsos de luz en campo completo (no utilizado en este trabajo), se ha
encontrado en 0. degus una gran proporcién de CGR ON v OFF que responden significativamente
tanto al encendido como al apagado del estimulo, es decir, una respuesta tipo ON-QOFF {A. Palacios
lab, resultados no publicados). Ademds, recientes estudios han mostrado que la preferencia de las
CGR a los pulsos de luz cambia con el nivel de iluminacién media [Tikidji-Hamburyan et al.,
2014], asi como también con estimulos alejados del centro del campo receptivo [Geffen et al., 2007],
por lo que una CGR clasificada como ON, podria responder como OFF bajo otras condiciones de
estimulacién o visceversa. Por esto, en todos los registros se control6 que la iluminacién media de
los est{imulos lumfinicos fuera la misma. Entonces, se tiene en cuenta que la clasificacién ON u OFF

aqui realizada no representa necesariamente exclusividad en la respuesta de las CGR o proyecciones
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a una capa especffica de la CPI, sino que su preferencia promedio a las variaciones luminicas del
estimulo, lo cual de todos modos genera una. segregacion funcional.

Por otro lado, las proporciones encontradas entre células ON y OFF (~ 1:3) son consistentes con
lo encontrado en cobayo, asf como también CGR ON con filtros espaciales més grandes que las OFF
¥ que éstas dltimas se distribuyan més densamente en la reting, [Ratliff et al., 2010). Esto también
se ha observado en primates no humanos [Chichilnisky and Kalmar, 2002], en ratén [Pandarinath
et al, 2010] y salamandra [Geffen et al., 2007]. Esta asimetrfa entre CGR, ON ¥ OFF ha sido
propuesta como un acoplamiento estructural entre la retina y la distribucién de la luminancia de
las imAgenes naturales, la cual se encuentra sesgada hacia bajos niveles de luminancia [Ratliff et al.,
2010].

Respecto a los campos receptivos, se ha observado que para pelicula natural tanto el tamafio
como el filtro temporal de estos cambia, pero no asi la polaridad de estos [Park and Pillow, 2011,
Lesica et al., 2008, McFarland et al., 2013, Sharpee, 2013, por lo que la medida, de espaciamiento
utilizada (s) podrfa estar sub o sobre estimada para el caso de pelicula natural. No obstante, para Ja
pelicula natural utilizada en estos registros no fue postble estimar los campos receptivos utilizando
varias aproximaciones disponibles, por lo que se debe tener en cuenta que los cambios en la extensidn
espacial de las correlaciones también podria estar dada por cambios en los filtros espaciales de las

CGR.

4.1.3. Preferencia a Estimulos y Cambios en las Tasas de Disparo

Como se observa, la condicién fotépica genera aumento global en las tasas de disparo de las
CGR en comparacién con la condicién escotdpica, lo cual se correlaciona con el mayor grado de
convergencia de la vfa de bastones (un sélo tipo de bipolar de bastones en mamiferos}, en compa-
racién con la via de conos, la cual es més divergente, activando a mayor diversidad de bipolares y,
consecuentemente, mayor proporcién de CGR [Purves D, |. Ademés, al ser més divergente la via de
conos, permite que las CGR colecten sefiales de varios tipos de bipolares, aumentando sus tasas de
disparo. Esto es consistente con la existencia de CGR, que no disparan durante la condicién AEE
pero que si lo hacen durante AEF. Aun asi, existen CGR que no disparan en ninguna de las dos
condiciones anteriores, pero si lo hacen al presentarle un estimulo modulado espaciotemporalmente,
lo cual es concordante con CGR. que responden preferentemente a cambios en el estfmulo mis que &

estimulos estdticos. Frente a estfmulos estaticos las CGR se adaptan, disminuyendo su sensibilidad
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y con ello las tasas de disparo [Demb, 2008]. Ademés, en AEF existe inhibicién periférica constan-
te [Thakur and Rao, 2014, Takeshita and Gollisch, 2014], mientras que en condiciones moduladas
espaciotemporalmente esta inhibicién fluctda, aumentando las tasas de disparo. Asociado a la rela-
¢ién centro-periferia de los campo receptivo, se ha visto que las CGR son sensibles a cambios en el
contraste local, aumentando sus tasas de disparo con el aumento de contraste local [Zaghloul et al.,
2003, situacion que solo es posible bajo estimulos modulados espaciotemporalmente.

Por otro lado, se ha visto preferencia de las CGR por cambios de intensidad Iuminica, longi-
tudes de onda especificas, movimientos globales, locales, laterales, aparicién de imégenes, bordes,
entre otros, [Gollisch and Meister, 2010], todos estos presentes en los estfmulos con modulacién
espaciotemporal. Sin embargo, Tuido blanco puede presentar fendmenos tipo movimiento, texturas
o bordes, pero no por construccién, sino que aleatoriamente. Caso contrario es €l de la pelicula na-
tural, que contiene un ancho de banda acotado de frecuencias espaciales y temporales (generando
texturas) [Eero P Simoncelli, 2001], presenta diversos elementos con bordes (e.g. drboles, ramas,
montailas), ademds del movimiento global y local dado por el robot utilizado para el registro, ge-
nerando una pelicula con flujo éptico. Entonces, la pelicula natural presenta mayor diversidad de
elementos que activan preferentemente a las CGR, en comparacin con los otros estimulos, expli-
cando funcionalmente las mayores tasas de disparo presentes en este estimulo.

Considerando las subpoblaciones especificas, se encuentra que RB y PN modifican las tasas de
disparo diferencialmente para cada subpoblacién, cuando se compara con AEF. Por ejemplo, la
poblacién ON no muestra un cambio global en sus tasas de disparo cuando se compara AEF con
RB, sugiriendo que esta poblacién no discrimina en término de tasas de disparo globales entre AEF
¥ RB, mientras que la poblacién OFF muestra un aumento, indicando una preferencia especifica
de esta poblacién por el estimulo RB sobre AEF. Sin embargo, al comparar RB vs PN, no se ob-
serva modificacién diferencial de las tasas de disparo para ambas subpoblaciones, sugiriendo que
PN aumenta el nivel de excitacién global de la retina, pero sin una preferencia por una de las dos
supoblaciones.

Asi, teniendo en cuenta qué cardcterisitcas del estimulo cambian las tasas de disparo tanto
globalmente como especificamente por subpoblacidn, se procede a discutir log cambios en las corre-

laciones y los posibles mecanismos involucrados.
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4.2. Correlaciones Espaciotemporales

Las correlaciones estudiadas aqui corresponden tinicamente a correlaciones répidas (< 5ms),
que de ocurir entre campo receptivo solapados, restringe los mecanismos posibles a acoplamiento
eléctrico via gap junctions (presente en O. degus, ver [Palacios-Munoz et al., 2014]) entre pares
de CGR o a input comtn desde una bipolares oamacrinas [Mastronarde, 1989, Brivanlou et al.,
1998, DeVries, 1999, Shlens et al., 2006, Shlens et al., 2008, Trong and Rieke, 2008, Bloomfield and
Volgyi, 2009]. En el caso de que los campo receptivo no se encuentren solapados podria estar
involucrada unaamacrinasde campo ancho acoplada eléctricamente a dos o mis CGR [Manookin
ef al., 2015], como también la liberacién simultdnea de vesfculas desde varias bipolares {dentro de
la. ventana temporal definida) evocada por las correlaciones espaciales del estimulo. Ademds, para
cualquiera de los dos casos es posible encontrar coincidencia estadistica, entre los trenes de espigas
sin necesidad de que estén anatémicamente conectadas o recibiendo input comin (ver figura 12),
situacién que fue controlada con el anslisis de los rasters sintéticos, descartando asi conexiones
funcionales que no estdn dadas por conectividad estructural,

Se debe tener en cuenta que la forma usada, para cuantificar las correlaciones, la funcién correla-
cidn cruzada, es una de las tantas disponibles (ver [Vasquez et al., 2012, Torre et al., 2013, Averbeck
et al., 2006, Puchalla et al., 2005, de la Rocha et al., 2007]), teniendo la ventaja que permite analizar
correlaciones espaciotemporales (la correlacién de Pearson se restringe solo a correlaciones espa-
ciales), no necesita de la construccién de un modelo (disminuyendo significativamente el tiempo
de computo}, ni tampoco requiere de correcciones por la finitud de los datos (necesario al utilizar
medidas de teoria de la informacién), entregando una medida de interpretacién directa de corre-
lacidn entre pares de sefiales. Por otro lado, la forma en que se utilizé la FCC no discrimnina la
temporalidad a la cual ocurre la coincidencia entre los trenes de espigas {dentro de la ventana de
10ms), asf como tampoco la forma, de esta funcidn, la cual entrega mayor detalle de los posibles
mecanismos subyacentes a dichas correlaciones [Vélgyi et al., 2013]. Una FCC ancha unimodal suele
estar relacionada a correlaciones de temporalidad media (> 10ms) mediada por sindpsis quimicas
(i.e. correlaciones divergentes), mientras que una FCC estrecha bimodal suele estar relacionada a
temporalidad répida (< 5ms) y acoplamiento eléctrico (ie. correlaciones reciprocas) [Mastronarde,
1989, DeVries, 1999). Ademsds, existen FCC unimodales estrechas asociadas a acoplamiento eléctri-
co entre unaamacrinasy dos OGR, siendo esta la FCC méds frecuente en la retina [Bloomfield and

Vélgyi, 2009]. Sin embargo, dado que todas las FCC fueron normalizadas para que el drea bajo
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la curva sume 1, una FCC ancha entregard un peak de menor valor que una FCC més estrecha
(valores més dispersos en el primer caso y més concentrados en el peak en el segundo), por lo que el
peak de la FCC es una medida indirecta de Ia forma de Ia FCC. Asf, mientras mayor sea el peak de
la FCC en el rango definido, més sugerente es que ésta correlacién esté mediada por acoplamiento
eléctrico, mientras que valores menores sugieren correlaciones mediadas por sindpsis quimicas desde
bipolares,amacrinaso por ruido compartido.

Entonces, tomando en cuenta que la mayoria de las correlaciones rdpidas encontradas en la reti-
na estdn dadas por acoplamiento eléctrico entre unaamacrinascomiin 2 dos CGR, se sugiere que las -
correlaciones mds alld del solapamiento estén dadas por mecanismos laterales en la CPI, mediados
por amacrinas con extensién espacial de sus campo receptive mayor que la suma de log campo
receptivo de dos CGR y, particularmente, se sugiere la. participaacién de amacrinas de campo an-
cho [Manookin et al., 2015, Kao and Sterling, 2006], las que activarian simulténeamente a las CGR.
Ademds, asi como la. pelicula natural evoca mayores tasas de disparo producto de la diversidad
de caracterfsticas que la componen, también se espera haya una mayor activacién de amacrinas,
dado estas estdn involucradas en funciones como deteccidn de movimiento, direccién, tamafio de
los objetos, entre otros [Hoggarth et al., 2015, Gollisch and Meister, 2010, Thakur and Rao, 2014].
Finalmente, la extensién espacial de las correlaciones més all4 del solapamiento en pelicula natural
persisitd luego de restar el efecto de las tasas de disparo sobre éstas, mientras que para RB se vio
disminufda, sugiriendo la existencia de mecanismos que solamente se activan con la pelicula natural
¥ que no dependen de las tasas de disparo. Por Io tanto, se sugiere que la mayor contribucidn ol
aumento global en las correlaciones y de lo extension espacial de estas bajo lo pelicula natural se

debe o lo mayor activacién de amacrinas conectadas CGR gue evoca éste estimulo.

4.2.1. Cambios Globales en las Correlaciones

Al comparar entre estimulos, se observa que los cambios globales en las correlaciones estdn dados
principalmente por las tasas de disparo (comparar figura 15 con figura 16). Ademds, al comparar la
funcién Xcorr(s) con y sin contribucién de las tasas de disparo (figura 17 y 18, respectivamente),
se observa que las tasas de disparo contribuyen mayormente al cambio en la linea base ¥ no asi al
decafmiento de esta funcidn. Luego, considerando que las CGR con campo receptivo solapados son
menos de un 10% de todos los pares considerados ¥ que estos mismos pares son los que muestran

los mayores valores de correlacién, se espera encontrar que la mayor proporcién de correlaciones
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{del otro 90 %) estén dados principalmente por cambios en las tasas de disparo. De ser asi, el
cambio global en las correlaciones evocado por el estimulo dependerfa principalmente del nivel de
excitacién global de la retina ¥ no de la activacién de mecanismos especificos que acoplarian a las

CGR evocados por algién estfmulo,

4.2.2. Interraccidnes dentro y entre Subpoblaciones

Dado que la metodologfa utilizada para medir los cambios en las correlaciones globales no en-
trega informacién respecto a los cambios Iocales (para CGR solapadas, adyacentes o levemente
separadas entre ellas) producto de la poca representacién de este tipo de interaccidn, es necesario
analizar los cambios en las funcién Xcorr(s) para establecer algunas restricciones bicldgicas im-
puestas sobre la conectividad funcional y como estas restricciones afectan la interaccidn entre CGR
bajo diferentes estimulos.

La funcién Xcorr(s) para la interaccién OFF-OFF muestra gran similitud con las interaccién
entre Todas, producto de Ia mayor proporcién de CGR OFF en todos los registros. Ademsds, la
interaccién OFF-OFF muestra los mayores valores de correlacién y de extensién espacial para to-
dos los estfmulos, cuando se compara con las otras interacciones. Esto sugiere mayor presencia de
acoplamiento eléctrico entre las CGR OFF, en comparacién con las otras interacciones, lo cual se
ha descrito en conejo [DeVries, 1999], donde sélo las CQR OFF presentan inferacciones recfprocas
(i.e. eléctrica) entre ellas, mientras que las ON muestran interaccién tipo divergentes (i.e. quimicas)
entre ellas. Por lo mismo, también se espera encontrar los menores valores de correlacién para la in-
teraccion ON-OFF, ya que por un lado las correlaciones estarian dadas prineipalmente por sinipsis
quimicas y por otro los campo receptivo presentan polaridad opuesta, respondiendo a diferentes
caracteristicas del estimulo. Atin asi, se destaca el hecho de que la interaccién ON-OFF aumenta
su magnitud para PN, lo cual también ha sido observado en cobayo [Simmons et al., 2013], indi-
cando que las correlaciones del estimulo aumentan las interacciones inter-poblacionales. Ademds,
al restar la contribucién de las tasas de disparo, la extensién espacial de la interaccién ON-ON ¥
ON-OFF para RB se vio disminuida, indicando que gran parte de estas correlaciones estdn dadas
por el aumento en las tasas de disparo, caso no presente con PN. No obstante lo anterior, se sabe
de la existencia de gap junctions en la CPI de O. degus [Palacios-Munoz et al., 2014], pero no de la
expresién en tipos especificos de CGR, por lo que se propone como tarea futura evaluar mediante

técnicas de imdgen la existencia de gap junctions dentro o entre tipos especificos de CGR. y rela-
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cionar dichos resultados con lo aqui encontrado.

Entonces, estos resultados sugieren mecanismos especificos para la interaccién OFF-OFF, me-
diados principalmente por acoplamiento eléctrico, los que entregan mayores valores de correlacién
(producto de un peak de mayor magnitud en la. FCC para interacciones reciprocas), asi como tam-
bién permiten encontrar correlaciones extendidas mds alld del solapamiento de los campo receptivo
via CGR intermedia o via amacrina. Para el caso ON-ON se sugieren interacciones principalmen-
te mediadas por sindpsis quimicas, las que entregan menores valores del peak de la FCC y que
dependen mayormente del nivel de excitacién global de la red. Avin asi, bajo PN, todos los tipos
de interaccién muestran correlaciones significativas més alld del solapamiento, lo que sugiere la
presencia de mecanismos activados solamente bajo éste estimulo y que son independientes de la
tasa de disparo, posiblemente amacrinas conectadas tanto a células ON como OFF, lo que también

explicaria el mayor nivel de correlacién para la interaccién ON-QFF.

4.2.3. Evolucién Temporal de las Correlaciones

Dado que todas las condiciones registradas duran al menos 15 minutos, se exploré también
la evolucién temporal de la funcién Xeorr(s), encontrando que las correlaciones no son estaticas
durante el registro, sino que fluctdan de estados donde las correlaciones se extienden significativa-
mente més alld del solapamiento entre campo receptivo, a estados donde las correlaciones quedan
restringidas por el solapamiento entre los campo receptivo. También en este andlisis es posible
observar la segregacién funcional entre las dos subpoblaciones y cémo esta se fortalece bajo PN.
En particular, la actividad intrinseca de las poblaciones registradas muestran fluctuaciones en esta
extension espacial, la cual podria estar relacionada con avalanchas de actividad, donde la. actividad
de disparo se propaga por el espacio retiniano, aumentando las correlaciones entre neuronas que
no poseen solapamiento entre sus campo receptivo [Mora and Marre, 2015]. Para los estimulos mo-
dulados espaciotemporalmente se encontré lo expuesto més arriba: PN evoca la, mayor divergencia
entre Xcorr(s = 1,t) y Xcorr(s = c,t) para todos los tipos de interaccién, sin embargo se observa
que hay fluctuaciones en la diferencia de estos pardmentros, lo que sugiere la existencia de mecanis-
mos que modulan las correlaciones en Ia refina asf como también la extensién de esta. Un posible
mecanismo podria ser la liberacién de dopamina, la cual estd involucrada en la. permeabilidad de

las uniones en hendidura y que, ademds, estd involucrada en sefializacién de ritmos circadianos ¥
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de niveles de iluminacién de la escena visual [Bu et al., 2014].

Entonces, la conectividad funcional no es estdtica en el tiempo, sino que fluctia tanto la mag-
nitud de las correlaciones como su extensién espacial en el espacio retinianc. Sin embargo, en éste
trabajo no se profundizé en mayor detalle respecto 2 la temporalidad de las correlaciones dada Ia
carencia de referencias al respecto y dados los estimulos utilizados. Por esto, propone tener en cuen-
ta para futuros trabajos que las correlaciones no son estiticas ¥, de esta forma, generar protocolos
donde se modifique controladamente tanto el nivel de iluminacién como el nivel de correlacién del
estimulo a lo largo del registro, de tal manera de poder estudiar la relacién entre la evolucion del

estimutlo y la evolucién de las correlaciones entre las CGR.
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5 CONCLUSIONES

La modulacién espaciotemporal del estimnlo evoca tanto mayores tasas de disparo como ma-
yores niveles de correlacién global. Especialmente, la diversidad de caracteristicas del estimulo
pelicula natural evoca la mayor tasa de disparo en todos los tipos de CGR como también los

mayores niveles de correlacién global.

Gran parte de las correlaciones y sus cambios frente a diferentes condiciones de estimulacién
se deben a las tasas de disparo y los cambios de ellas, es decir, del nivel de excitacién global
de la retina. Sin embargo, las sefiales que saldrisn del nervio dptico hacia el cerebro estardn

mds correlacionadas bajo un estimulo natural que bajo los estimulos sintéticos probados.

A pesar de que las correlaciones dependan probabilisticamente de las tasas de disparo, existe
un rango donde las correlaciones son independientes de las tasas de disparo. Es decir, la
conectividad funcional puede variar independiente del nivel global de excitacién de la red. El
rango donde esto puede ocurrir no fue investigado aqui y se propone como nueva pregunia

para futuras investigaciones.

El estimulo pelicula natural evoca la mayor extension espacial de las correlaciones al com-
pararlo con los otros estfmulos utilizado, exhibiendo valores de correlacién significativa mds

all4 del solapamiento entre los campo receptivo de las CGR para todos los tipos de interaccién.

La extension espacial de las correlaciones més allg del solapamiento entre campo recepfivo
bajo pelicula natural estaria dada mayormenite por mecanismos independientes de la tasa de

disparo, probablemente, mediada por amacrinas acopladas eléctricamente a las CGR.

Se sugiere que las interacciones dentro de la supoblacién OFF estén dadas mayormente por
acoplamiento eléctrico entre las CGR (i.e. correlaciones reciprocas), mientras que las inter-
acciones dentro de la subpoblacién ON estén dadas mayormente por sindpsis quimicas (i.e.

correlaciones divergentes), al igual que la interaccién entre estas poblaciones.

Bajo estimulos sintéticos se observa mayor segregacion funcional entre la subpoblacién ON y
OFF, mientras que bajo pelicula natural dicha segregacion funcional disminuye, es decir, la

fuerza de la interaceién enire ambas subpoblaciones aumenta.
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= Las correlaciones no son estdticas durante una sesién de registro, asi como tampoco lo es la
extensién espacial de estas. Esto podria estar relacionado con fluctuaciones en los nieveles de

fluminacién ambiental, lo que también se propone como futura linea de investigacién.

= Finalmente, la conectividad funcional entre CGR, depende tanto del tipo de interaccion, de la

separacion fisica entre ellas, de las propiedades estadisticas del estfmulo v del tiempo.
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