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RESUMEN

Las aves tienen una bien desarrollada sensibilidad magnética pero la electrof,siologla

básica de esta sensibilidad es aun debatida. En los últimos años se ha presentado una in-

teresante hipótesis que relaciona 1a magnetolecepción con la fotorecepción. Sin embargo,

la sensibilidad magnética en aves, como las principales vías sensoriales que están involu-

cradas en su detección, son aun un problema abierto. Desde fina1es de los 1970, han sido

reportadas unidades magneto-sensibles en e1 ganglio trigémino, el núcleo de la ralz óptica

basal (nBor) y el tectum óptico (To) de las palomas. Curiosamente, incluso mas de 70 7o

de la unidades tectales han sido reportadas como sensibles al campo magnético ( Semm y

Demaine t19S6l).Este impoftante resultado nunca ha sido replicado hasta la fecha. Como

el TO en las aves es un núcleo que recibe input visuales, auditivos y posiblemente magné-

ticos, es importante conflrma¡ el impofiante rol quejugaría 1a sensibilidad magnética sobre

las células tectales ya que el sistema tectofugal de las aves es central pala la habilidad de

las palomas de realizar coordinación sensor-motor.



RESUMEN

Esta tesis es un esfuerzo sistemático para encontrar unidades magnetos sensible en el

sistema tectofugal de las aves, con el objetivo de confirma¡ o desdecir la única publicación

de 1986. Se usaron tanto palomas comunes como mensajeras, bajo condiciones despierta y

anestesiada, con dos distintos protocolos de anestesia. Registramos en el TO (capas 1-10)

y también en el núcleo Istmo parvo celular (Ipc) usando electrodos simples y múltiples

(16 canales). En cada condición de registro nosotros generamos un campo magnético que

se movla en diversos planos como son los planos coronal como sagital.

Para comprobar la calidad del campo magnético producido artificialmente, medimos

continuamente el vector campo magnético con un sensor magnético ui-axial. A pesal de

nuestros esfuerzos, no encontramos respuestas neuronales (TO y Ipc) que fueran modula-

das por la orientación del campo magnético (n=90, unidades registradas). Estos registros

fueron realizados bajo condiciones de oscuridad, luz azul, verde y rojo, tanto en vigilia co-

mo bajo los protocolos de anestesia ya mencionados. Este resultado difiere enormemente

de los resultados previos Semm y Demaine [19861 que reportaban un707a de unidades

tectales magneto sensibles. Esto sugiere que es necesario reconsiderar si la neuronas mag-

neto sensibles Iealmente se encuentran en el sistema tectofug¿l en aves. Considerando lo

anterior, se discuten nuestros resr-lltados en el contexto de la existencia de dos modelos de

magnetorecepción y de resultados positivos usando marcadores de actividad neuronal.



ABSTRACT

Birds have a well developed magnetic sensitivity, but basic electrophysiology of this

sense is still debated. During the last years an interesting hypothesis has been presen-

ted which relates magnetoreception with photoreception. However, magnetic sensitivity

in birds, as well as üe main sensitive pathways which are involved in its detection, are

still an open problem. Since the end of thel970s, magneto-sensitive units have been re-

ported in the trigeminal ganglion, the nucleous ofthe basal optic root (nBor) and the optic

tectum (OT) in pigeons. Curiously, even more tha¡70% tectal units have been reported

as sensítive to the magnetic field ( Semm y Demaine [i986]). This impofant result never

has been replicated until now. Because the optic tectum in birds is a nucleous that recei-

ves visual, auditory and possibly magnetic inputs, it is important to connrm the important

putative role that magnetic sensitivity plays on tectal cells, as the tectofugal avian system

is centlal for the sensory-motol coordination ability of pigeons.

This thesis is a systematic effort to find magneto-sensitive units in the tectofugal avian



ABSTRACT

system, with the aim of confirming or denying the single publication from 1986. We used

both common and racing pigeons, uDder awake and anesthetized conditions with two dif-

f-erent anesthesia protocols. We lecorded both the OT (layers 1- 10) and the nucleus isthmi

parvocellularis (Ipc), using single and multi (16- channel) electrodes. In each recording

condition we generated a magnetic field that moved in different planes such as the coronal

and the sagittal planes.

To test the quality ofthe artificially produced magnetic ñeld, we continually measured

the magnetic field vectors with a tri-axial magnetic sensor. Despite our effort, we did not

find neuronal responses (OT and Ipc) that were modulated by the magnetic f,eld orienta-

tion (n=90 recording units). These recordings were made under darkness and red, green

and blue light conditions, both undel vigilance and under the already mentioned anesthe-

sia protocols. These results differed greatly from the previous results Semm y Demaine

[1986]. which reported 7O 9o magneto-sensitive tectal units. These f,ndings suggests that

the concept that magneto-sensitive neurons are found in the tectofugal aviar system should

be reconsidered. Taking into account the previous information, we discuss our results in

the context of two magnetoreception models and of positive results using neural activity

markers.



INTRODUCCION

Las aves tienen sln lugar a dLulls un sentido pelceptual magnético. Evidencia masiva.

lobusta y antigua lo ha demostrado en experimentos fenomcnolÓgicos desde comienzo

del siglo XX (Keeton [1971]. Wiltsctrlio [1968]). Pero aunque está claro quc las avcs

son rnagneto-sensibles (es decir', usan el campo magnético pall orientarse) n0 existe aun

claridad acerca de los mecanismos físicos y neuronales que pcrmiten dicha scnsibilidacl

magnética llamada magncto-recepción. Es claro que esclarecer los meclnisurus rleulonx-

les básicos de la ntagnetocepción, el un ver:tebrado tan complejo como las aves' tiene

muchas implicancias para nuestro entcndimiento de como funcionan los sistemas percep-

luales en gener.al. El ploblema cle elucidar la magnetocepción cn aves tiene varias aristas:

desde el mecanismo fisico subyacente en el sensol magnético (es decir-lr natulaleza bio-

1ógica dcl sensor magnético), hasta como las neuronas magneto-sensiblcs son usaclas para

coordinar el comportamiento del animal como un todo collelcnte, es decir la neurobiología

de la magnetorecepción. Intefesantemente, cxiste un sólo experimentos de Iegistlo extla-
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celular en e1 Tectum Óptico de palomas que muestran que neuronas tectales son sensibles

a cxmpos magnéticos similares cn magnitud y orientación al campo maElnético tellesfte

(Semm y Demaine [1986]). Este trabajo, publicado ya hace un cuarlo de siglo. ha sido ex-

tensamente citaclo (77 citas hasta mcdiados de 2010) pero es curioso que un fenómcno tan

notable no haya sido visitaclo una y mil veces pol otlos neurocientistas y que solo exista

este solitario trabajo el cual se ha constituido como una "pr-ueba". citada por muchos pelo

conrprendicla por pocos. en apoyo de la idea de que existen neuronas magncto sensiblcs

en el tccfum óptico de las avcs.

Dadr la relevancia del tema, y sobre todo plua cntender como se logra la inlegración

sensorial. es que he decidido presentar esta tesis en l¿ que efectúo expcrimentos de registro

neuronal para replicar y expandrr el trabajo de Semm y Demaine [1986]. Palx entcnder to-

clas las implicancias. como los problcmas de csta investigación. cs necesario hacer primero

un resumcn del campo de Ia magnetorecepción. Tratar'é de dar a conocet los principales

mecanismos de Ia magnetorccepción cn aves. y tambión como no son solo las aves. lt¡s

uricos animales en utilizar el campo magnético terTestle pala orientarse y uavegal Pol 10

tanto la primera parte de esta introclucciÓn necesariamente consiste dc una presentación

mas o menos extcnsa de la magnetorecepción en aves.

Magnetorecepción en vertebrados

La sospecha de que 1as aves usan el campo magnético terrestre para su orientación ya

sulgió en el siglo XIX (Viguier t18821, von Middendorff [1859]), la primera evidencia

"dura" recien se obnrvo hacia 1970. Esta evidencia es solo psicofísica y usó el paradigma

de 1a sensibilidad al mapa estelar como modelo de trabajo (Emlen y Emlen [1966]) Como

punto impoftante hay que destacar que no solo las aves son magnetosensibles, se ha de-
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mostrado que peces (Heiligenberg [991], Meyer y col. [2005], KaLnijn [1982]), anfibios

(Diego-Rasilla y Phillips [2007], Phillips [977]), reptiles (Cain y col. [2005b]) y mamífe-

ros son magnetosensibles. Increiblemente se ha mostrado recientemente que los rumiantes

(vacas y ciervos) son magnetosensibles (Begall y col. [2008]) y también los murciélagos

(Wang y col. [2007]). Como se ha dicho, en aves (sobre todo en aves migratorias como

el European Warbler (Eritlucus rubecula) ("Carricero Común") la magnetorecepción es-

ta probada a nivel de conducta, pero no se ha podido entender los mecanismos físicos y

neuronales que la posibilitan.

Aves y los dos mecanismos

En aves se han postulado dos posibles mecanismos magnetoreceptores:

1. Un mecanismo, que podrÍa denomina¡se el modelo clásico, y que dependeía de pe-

queños cúmulos o "clusters" de cristales de magnetita y maghemita que se encuen-

tran en el pico de las palomas. Estos pequeños cúrnulos cristalinos se encuentran

específicamente en las dendritas de neuronas sensoriales del pico superior (Tian y

col. [2007]). Estos cristales están dispuestos en una selie regular de cilindros de

20-30 pm de largo, mezclados con pequeñas esferas de 5 pnr, de diametro (Ver

Iig.l.1-b). Esta estructura peculiar que almacena los cristales de magnetita y mag-

hemita logra, mediante un mecanismo aun desconocido, influenciar las descargas de

fibras axonales (en el pico superior) que viajan por el nervio trigémino.

2. Un mecanismo, llamado mecanismo par-radical o hipótesis química, basado en reac-

ciones quírnicas que tienen la paÍicularidad de ser dependientes de fotones de onda
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corta (i.e. azul y verde) y además de ser influenciables por campos magnéticos débi-

les. De acuerdo a este modelo, la magneto-recepción sería un fenómeno catalizado

por luz. La flsica de este mecanismo (putativo) es sofisticada y, de ser cierto, abrida

la puerta a noveles aplicaciones tecnológicas.

En los últimos años se ha acumulado bastante evidencia experimental (experimentos con-

ductuales sobre aves) que sugiele que las aves migratorias ocupan ambos mecalismos

magnetoreceptores simultáneamente, ocupando para su orientación el modelo de la mag-

netita y para la navegación el modelo par-radical. Para profundizar el conocimiento sobre

este di¡ámico sampo es conveniente leer el numero especial de Interface Proceedings Ro-

yal Society (Kirschvink y col. t20l0l).

EI mecanismo basado en magnetita.

Existen numerosas técnicas que han demostrado la existencia de materiales magnéti-

cos ( principalmente magnetita Fe3Oa y maghemita ^¡ - Fe2O3 ), en una gran variedad

de animales como bacterias (Blakemore [l975], Mann y col. [1990]), aves, peces, tortu-

gas y abejas (Cain y col. I2005bl). En la paloma en particular se han utilizado rayos-X

y microscopia de fuerza atómica (ver Fig.l.l) para probar la existencia de magnetita y

magnemita localizados en áreas bastantes especificas del pico supelior de la paloma y de

otras aves migratorias (Falkenberg y col. [2010]). Estos minerales se encuentran distri-

buidos en seis áreas bien definidas, encontrándose tles grupos por cada lado del pico de

la paloma ubicados en la parte frontal, medial y caudal de ésta. La unidad funcional de

este mecanismo es aparentemente un conjunto de dendritas (Fleissner y col. [2007], Wil-

tschko y col. [2006]) en cuyo interio.r se encuenfan los minerales magnéticos. Curiosa e
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indicativamcnte la orientación de las unidades magnéticas cn las 3 regione-s del pico es

aprorimadamente perpendiculat entre si, sugiliendo un sistcma triaxial (Falkenberg y col'

[2010], Fleissrcr y col. [2007]).

A) _

B)

Figura 1.1: Distribución espacial de miner¡les de hietro cn el pico de la paloma

A) tmdgeü tle ratos-: del pito superittr ¿e una pttlonn. Sa aprt:tiun ¡rcs rc1i'ne'\ (Írull':l tnetl¡¡:tl \ LuLt'

dat) d()üale se cotk'e tratl kt¡ minerllc:¡ de ltierro. Cada área pfcte td toú oria tdr:ión tleittido paxr los

conpos lendrítícos, tle.finiendo (le esf a.fonnd wt eie lri-a.rial donde I larerdL. nt ntetlial, r roslral t t t'ctt

tra!. B) DibLtjtt esquttn(ilico de uüa denlrifa que contiene lo5 dislintot cLuster's Y ¡tku¡uetas de nktg etílú \

inagnenlita.(ü1ll1gc dtltlptttda de Gcúa Fleisslrcr i cal 2007)

Este mecanismo pefmitiría determinar la polaridad del campo magnético, cosa que no

Se puede determinar con el siStema par-radical. El mecanismo basal seria que los cristales

.le magnetita actuarían como pequeñas agujas imantadas... y pof 10 tanto sentirán el tolque

del campo magnético sobre ellos. Este torque lo deformaría y csta deformación tendía

un efecto sobre conductancias (aun desconocidas) en las dendritas de algunas neuronas
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hr

Figura 1.2: Diagrama dc canalcs magnóticos

Erte rliugtuhld tnuettru utt ¡tt,sible lteLtutistno de ttutales otugnét¡co.g ubicados en las dettdrias en el pítt'
.tulerior de lus pult»nut, tlontle te Ltl¡it:un lot t:lustett de magnet¡ltt \ lLtgtLeniú e el l)ico supa!ior Lle ld!

El clu\ter .te (onectdrío Ltt¡ el. tona! n¡ediitlt( un " galin! sl)i irtg", el que esra errcL1¡ gtlLlo de toprüler el t enal

sí el clu¡ter .¡e et¡cut:tttrut t:ex a lel cunol ¡, de abir el canol si el clusret se Ltleja deI canal- Lü dei)ilta(¡61
tlel cluster se prut{uLítíu ol verse e\)¡esto d Lm catnpo rttugrtátko- Diagnnru ntotlilicudt, le So1¡¡r"rtl r,

Gteítter I 2{)07 l.

sensoriales ubic¿ld¿rs ell el plco (ver Fig. 1.2). Hay que recalcar que si bien exislen estns

estructuras neuroanatómicas cn cl pico superior cle lrs al'es no se ha probado en fortlta

inefutable que ellas tengarl que ver con la magnetorecepc ión.

Se han realizaclos pocos lrabajos en que se encuentran respucstas a estúnulos mag-

néticos en el nervio trigémino (Shcherb¿rkov y Winklhot'er ll999l, Solor,'yov y Greiner

[20071) dando a entender de que est¿l vía podria ser una c]ara candidtta para explicar' 1a

magnctoreccpciot en aves. Posteriormenie se lealizaton experimentos conductuales ell los

que se entren¿r a las p¿llomas con campos n¡agnéticos, p¿1ra luego cofi¿r e1 nervio trigémino

cncontrándose que la palolna sigue respondiendo a estirnulos magneticos (Heyers y col.

[2010], \'Iora y col. I2004]). Esto nos muestra dos resultldos que lparentemente sc coll-

tlapondrian, dejando en claro que no es fácil aceptar o rechazitr un modelo por conlpleto.

Como acabamos de ver no hay suficiente evidencia p¿lrtl allrmar con certez¿l clue e.[

modelo de la magnetit¿l es 100 % valido. por esto es que se han utilizados métodos aher-

rativos para determinar si en los núcleos ceretrrales donde llega pañe de la innervación

del nenio trigémino, hay sensibilidad magnétic¿r (Heyers y col. LlOl0l). El procedimien-

to Lrtiliz¿rdo fue mediante la aplicación de anticuerpos, dicho anticuerpo es una ploteín¿l
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Ilamada "ZENK" la que reacciona frente a actividad neuronal

Se comparaton dos zonas ceLcanas ll nelvio trigémino: cl núcleo sensorial principal

del nervio trigemino (PlV) y el núcleo del trigénlinal espinal (SpV). Bajo Ia acción de

un campo magnético artiflcial contfolado se encontró que había una lIlayor cctivaoión de

ZE¡i-K en PrV que en SpV Estos resultados ayudan a aflatar el urodelo de la magnetita ya

que este modelo permitiría transmitil la información de los reccptoLes magnéticos a través

del nervio trigémino.

El mecanismo par-radical.

El mecanismo par-radical (Ritz y co1. f2000, 2004,20091) es considerado como el

modeio principal en la magnetorecepción de aves, ya que explicaría por qué las aves son

capaces de orienta¡se bajo luz de cierta longitud de onda (verde y azul principalmente)

y se desorientan cuando la luz es roja. Antes de explicar este mecanismo es úti1 mencio-

nar que durante 1960-1915 existieron muchos experimentos, en palomas mensajeras, que

mostraron que las palomas se desorientaban si el día estaba nublado'

El mecanismo par-radical puede ser representado por dos moléculas: una molécu1a do-

nadora B y una molécula receptora A. Cuando la molecula B es excitada por un fotón (luz

azul) cede un electrón desapareado a la molécula A, transformándose ambas moléculas A

y B en radicales y resultando en una reacción par-radical. Esta reacción puede ser repre-

sentada por un acoplamiento de una partícu1a con carga negativa y otra de carga positiva,

ambas de spin 1/2, siendo los spines 1/2 y -1l2 representados por flechas f y J respec-

tivamente. El spin total del sistema par-radical queda definido por 1as 4 combinaciones

posibles de sus spines (Cohen-Tannoudji y col. [1996], Griffiths [1994]):
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(t.t)

m,1r, tJ, J1

En esta tesis no se hará una demostración matemática de como se obtienen los distintos

parámetros (números cuanticos) que definen un acoplamiento cuiíntico entre dos partícu-

las; solo nos concentraremos en un pequeño ¿rnálisis cualitativo para su entendimiento.

Cada uno de los cuatro posibles condiciones del sistema de spines puede ser caracteri-

zado por un numero cuántico "m", que corresponde a la suma de los spines.

(t.2)

ff: m =l
tJ; m =0
,].f: m =0
JJ: m =-l

Ahora introduciremos un cambio en la notación para la descripción de las 4 posibilida-

des del spin total del sistema, esta notación se escribe de la siguiente forma: I s m >donde

"s" denota el momento angular total del sistema. El momento angular "s " en este sistema

puedo tomar solo los valores 1 y 0:

(t 3)

l1 1 >=tt
t10 >=#(tJ + Jt)
l1- 1>=JJ

Hacemos notar que tenemos tres posibilidades de acoplamientos entre los spines con

un momento angular total s=1, las que comunmente se llaman estados de Tiiplete. Las

nuevas not¡enclaturas se escriben en base a una combinación lineal de la nomenclatura

anterior ec.1.1. La cuarta combinación del sistema de spines corresponde a:

12

(1.4)
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l0 0 >=+rt I - ltl

Esta combinación tiene momento angular total s=0 y a dif'erencia del caso anterior solo

tenemos un caso con este momento angular. Este estado cuantico comunmente se llama

estado de Singlete.

Volviendo al sistema original llamado par-radical, éste es capaz de encontrarse en dos

estados cuánticos posibles: el estado Singlete y el estado Triplete. Ambos estados tiene

asociados niveles de energla distintos, siendo el estado con mayor energÍa el del Estado

Triplete.

A pesar de lo complejo de este mecanismo es posible encontrar leacciones similares en

otros procesos biológicos ya detenidamente estudiados, como la fotosíntesis. Este modelo

plantea que durante la generación de un par-radical, cuando no hay un campo magnético

externo, el spin del sisterna se encontraría principalmente en el estado singlete. En di-

cho estado la molecula que forma el par-radical no estaía en condiciones de producir un

estimulo capaz de gatillar un potencial de acción en Ia neuronas de su entomol. Por el

contrario, si la molecula que produce la reacción par-radical se encuentra bajo 1a acción

de un campo magnético la probabilidad de encontrarse en un estado triplete aumenta en

el tiempo (con una geometría optima entre campo magnético y el spin del sistema). Este

estado permitiría la interacción con moléculas de su entomo permitiendo así la generación

de un potencial de acción en las neuronas que la circundan (ver Fig. 1.3-a).

La interacción de un campo magnético (CM) con una molécula en un estado par-

radical puede ser modelada con una interacción de Efecto Zeeman y un Acoplamiento

Hiperfino. Si esto se lleva a cabo bajo condiciones optimas (máxima interacción), Io que

depende altamente de 1a geometría entre el CM y el spin (par-radical), puede ocurrir que el

spin total del par-radical tenga una mayor probabilidad de encontrarse en un estado triplete

(ver Fig.I.3-b). Esto se traduce en un mayor tiempo en el estado triplete, el cual seria

13

I Neuronas ganglionares
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suficiente corlto para que la molécula sea capaz de inducir la gencración de un potencial

rle ¡ccitín.

A) ,/ ForoNEs
y', azutrs o vtaots

B)

I
d+n It ljl',,'
D*+A f *--(

,/ FOTONE§
-/ AzuLEs o VERDESrb

lohnt

( tr+Á )5:....*{ o*+Á [
.I

D'+A T

I'igura 1.3: Diagrama Par-radical

A) En el cliagrana se lltestrtl el cJc(:to (le fotonet .\obre la ntolecula D, tlue al ser exciada se txott.fotntt

en el ralit,dL D*. tapu:. ¿c i teradúar ton lt¡ tnoletula A para fornar un par ratlital- E.rre par-rtLdical

pucd¿ estar en ult esta¿o cutilttico tt-iplete (superíntlice '[ ) o shglete ( supeúlttlicc S ), con una probabilitltttl

de estc o s > T , sin ld üúeruL:ció del tunpo lnal ¿l¡ca. l)) se obstrra ett el diugrLtna ld Jót|¡ltk'ió¡t

tle Lota reuct:ión par-radical sitnilar al casa A), pcto e pr¿sefi(:ia de un cantpo ngnético tlébiL(ej. ccutt¡to

nldg¡1ético terre\trc). Mediunte Lola búeracción tle ' EJe(1a ZPeut,tri' el ccttttpo nutgtt¿tica umbil el esla¿o

cuiintico pred()Dli a re de kr rccu:ciótt par radical a ux e.¡lado T > S., rie tlo ¿ste elJ¿nóDleno que Pasibi litu

que la nolécula pLtr-ndic.tl itlcracLúe Lott \Lt e lorno, pLra alsi ptoduci un potencial ¡le actión

Consideremos ahora que eristen una sctie de mo1éculas en plantas (por ejemplo Crip-

tocl omo y Fotoliasa (Giovani y col. [2003]. Zeugner y col. [2005]) capaces de realiz¿rr una

reacción par-raclical, 1o cual ha sido establccido teóica y expedmentalmente. y que para

estas moléculas los efectos clel campo magnético te[estre han sido estudiados en un sis-

tema par-radical en solLrciones. fotosíntesis bactcrial y reacciones enzimáticas. Dentlo de

estas molécu1as, el Criptocromo (Cry) es la principal candidata pala formar un par-radical.

En plantas la reacción par-ratlical cn los Cry se realiza bajo la ;rcción de Iuz verde-azul y

recientemente se ha demostrado como cambia la molócula bajo la acción de un campo

magnético. Es interesante que el cry puede encontrarse en la retina de muchos vefiebla-

dos incluyendo la aves migratorias (Mouritsen y col. [2004]). Estos ¿rutores Icalizaron un

estudio en el que detectaron Criptocromos en la retina de aves mi.grrtotias. írunqtlc no \e
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suficiente como p¿ua que la molécula sea capaz de inducir la generación de un potencill

de ¿cción.

l4

A) B)/ ForoNEs

¡/, azuus o venors
,/ ForoNEs

,/ AZULES O VERDES
»

{D1A}

I
d+n II [J'*'

-J---',I
D+n P_-"1 o+A It DiÁ lbr o*+A I

Figura 1.3: Diagrama par-radical

A) Ltt el diugrunta sc fit1t?stra el efe¡¡r¡ ¡le Íorones sobra- la noletulu I), t]Lte dl ser e.\([tudu se llansf,or]na

en ¿l rLtLlícal D', capa: de ü1terL¡(tuar ton la tnolecula A paru Jonnar wt par'rutlicul. Lste pa¡'-rudí(a[

puede e:itar ea un estudo cuántíco triplete Itlqerín¿í«. l )o siuglefe (superí dic. S), con una probobilidod

,le estatlo .9 > 'f , .¡i¡t la interic(ión del cant¡to nugnético. B) .\e t¡bserta ett el diogrtrnu la tbtitlttcitill

tle unt rear:tión par-radical sintíl¡r ol ¡:Qso A). Pen etl pre\encia de un cantpo ntug,ttélklt débil (ei. tantpo

nagtúrico terrestre). Med¡a te !!t1a i tetscciót¿ de Lfecr¿¡ Zeena " el «tmpo nutgttético.rlnbíd rl eslud(,

cutintico pretloninante ¿e la reacc¡.ó11 po r¡'cu!ít:al a u¡t es¡adt¡ 'll :> ,5., :ienitt é ste el fetu3arn que posibilita

t¡ue la nolécLia par)udí(atl iúetrrc¡úe t:ott eL! e toT'tlo, pttra así prttducir un pole a'idl de ac.íót1-

Conside¡emc¡s ahora que eristen una serie de r¡toléculas en pl¿lntas (por ejemplo Crip-

tocromo y Fotoliasa (Grovani y col. 120031, Zeugner y col. [20051) capaces de realizar una

reacción par-radical. lo cual ha sidc¡ establecido teórica.r, experirnentalmente, y que para

estas moléculas los efectos del campo magtiético terrestre haü sido estudi¿rdos en un sis-

terna p¿1r-r¿ldical en soluciones, lbtosíntesis bacterial y reacciones enzimáticas. Dentro de

estas mo1éculas, el Criptocromo (Cr¡,) es la princtpal candidata pirra formar un par-radical-

En plantas la re¿rcción par-radical en los Cry se realiza bajo la acción de luz vcrde-azul y

recientemente se ha clemostr¿rdo couro c¿u.nbi¿r la molécul¿r bajo la acción de un campo

magnético. Es interesante que el Cry puede encontr¿rrse en la retina de muchos vefiebra-

dos rncluyendo la aves migratorias (Mouritsen y col. [2004]). Estos autores realizaron un

estudio en e1 que detectaron Criptocromos en 1a retina de aves micrlt(\rias. aunqlre nu se
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pudo demostrar directamente que los Criptocromos encontrados fueral capaces de formar

una reacción par-radical.

Los Cry de la retina de las aves y vertebrados se encuentran específicamente dentro

de las neuronas ganglionares de la retina (Baily y col. [2002], Mouritsen y col' [20{X])'

Revisando la estructura molecular terciaria del Cry (ver Fig. l '4-A), notamos la existencia

de un cromóforo (FAD) cerca de una cadena de tres triptófanos (Trp-400, Trp-377 y Trp-

324). El cromóforo y los triptófano interachlan entre si para formar la reacción Par-radical;

en Fig.1-4-B se puede apreciar el esquema energético de un modelo que muestra como

seía una posible interacción entre el FAD con la cadena de Trp'

Figura 1.4: Diagrama de energía par-radical

del Criptocromo

l¡ f-:qretno rl, tta ptnl¿tno ( rt ct¡ tu.tn int"i"¡
se obsen'a una ¡n¡:¡leculo FADH Y la cadena de tres

Trp. B) En esta Í¡gura podcmrts wr nt modelo que

nt¡s d¿stríbe el procest' tlc.fonnar'ión de la reac

.ión par-rodicdl eú sus distintos etopas, desde la

absorción del fotón por pane de lo ntoleatlo FAD

hasla su orídoció11 a l'ADHtsientlo esto la no'

lecula que -fonna el pot rctr]ital con Trp'400' Trp'

377 ! Ttp--121.

Energy (eV¡

jlFA)-lrp 
.

15

B)

2 t;-

19-
17

A)

' | -..-.



Dicho modelo plantea que al set excitado por fotones azules el FAD se protona pa-

ra luego interactuar con un molécula de ácido ascórbico cercana, transformándose en el

cofactor FADH, cl cual a su vez es capaz de interactuar con el TRP mas cercano de la

cadena.

El primer par-radical que se forma es FADH + Trp-400+, (el Trp-400 es el más cercano

de la cadena). Luego se forma el par-radical FADH + Trp-377+, reacción en Ia que el

Trp - 377 cede un elect¡ón alTrp -,100+ tranformándolo en Trp - 400. Por rjltimo se

forma el tercer par-radical FADH + Trp-32,1+ al ceder el Trp-324 un electrón al Trp-377+.

Sistema Retino Tectal

Recapitulando, las palomas tendrían dos mecanismos para sensar el campo magnético

temestre: el mecanismo par-radical Ritz y col. [2000, 2009], utilizado para la navegación,

basándose en la existencia de células magneto receptoras fotosensibles, encontrándose en

la retina de las aves, y el mecanismo basado en magnetita Fleissner y col. [2007], Tian y

col. [2007], ubicado en el pico de Ia palomas, 1o que le permitiría determinar la polaridad

del campo magnético (mecanismo que funcionaria a través del nervio trigémino). Nuestro

estudio, aunque no se compromete con ninguno de los dos modelos, es cercano al meca-

nismo par-radical, ya que las células receptoras de este mecanismo se encuentran en la

retina, 1o que implicaría que cualquier estimulo magnético en las células magneto recep-

toras tendría que provocal una respuesta en el tectum óptico (TO) de la paloma, siendo

el TO el principal núcleo cerebral que recibe inervaciones neuronales de la retina (nervio

óptico). Ya que la parte inicial del mecanismo par-radical en las aves se llevaría a cabo en

su retina, la única vía de salida de estas señales es a través del nervio óptico. Cabe recorda¡

que el nervio óptico proyectá a los núcleos cerebrales contralaterales pnncipalmente ( ver

Fig. l.s).

CAPÍTI]LO 1. INTRODLICCION 16
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Figura 1.5: Vías Visuales de las palomas

Este Diagroma mtestra las principales vlas visuales de los aves: En azul ln Vía Tectofugdl donde el mayor

porcenaje del nervio óptico del ojo derecho proyecta sobre el TO conrulaneral y viceversa. Luego en verde

y celesfe se ven las pincipales eferencias y aferencias que tiene el TO con los nlicleos ltsmícos (ej: Itsmo

magno celular (Imc) , hsmo Parvo celular (Ipc) y el ltsmo Opico (|On)) y tombiht las coneiones co el

nl1deo rotundo (Rt) y el Ennpalio (E). En rojo la Vía l'halarrufugal donde nuevamente las pruyeccíónes de

la retirut (porcentdje merutr que la vía aat(.rior) proyeckl principalmente al núcleo lateral dorsal anteior
taktmico (DIA) y luego al Wukt. También se aprecia la pequeña kt preyección del nen'io óptico al pequeño

núcleo llanado núcleo de ln raíz óprica basal (nBOR)-

Hay que menciotar que en Wblst dl igual que en nenio trigémita se encontró actividad magnética mediante

un mnrcador de acliyidad neuronal ZFNK, aunque no se han realizados oipeimentos eleciortsiológicos

pdta rofttplcmpn nr dichns re sul tados.

En gris se obsen'an las áreas donde se realizarun los üs¡inlos registros daxnte el desarrollo de esta tesis.

En las palomas la cantidad de céIulas ganglionares que conforman el nervio óptico es

bastante grande (= 2,4 * l06neuronas), de las cuales el 951a llega a un lcleo especia-

lizado llamado Tectum Óptico (TO). Este es el principal núcleo al que llegan las señales

provenientes de la retina, pero no el único, ya que también cxisten otros núcleos mas pe-

queños. Ejemplos de tales núcleos son el núcleo dorsolateral anterior del trilamo (DLA)
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al que proyectan x 4.91 7o de 1as fibras, y el núcleo de la raíz óptica basal (nBOR) al que

proyectan = 0.02 de las fibras. Debemos destacar que gran parte de la conectividad del

sistema visual de las aves se lleva acabo en el TO, ya que las eferencias desde el TO son

del orden de l)t'ne-tt.r on u,s, un numero bastante pequeño si lo comparamos por eiemplo

con el sistema visual de los humanos.

Tambien repetimos que el objetivo de esta tesis es lograr la primera repeticion de los

resultados de Semm y Demaine donde se describe que el 70 % de las neuronas tectales son

magnetosensibles y no hacer un estudio de la ñsiología visual del TO.

Tectum El tectum óptico es una estructura estratificada formada por 13 capas claramen-

te diferenciables, de las cuales las 7 primeras (desde la superficie hacia el interior) reciben

inervación de la retina del ojo contralateral. Las neuronas de la capa 13, llamadas TGC

(células ganglionares tectales), son las encargadas de integrar'1a información proveniente

del sistemas visual. Las TGC poseen un soma que se encuentra en la capa 13 del tectum

óptico y de donde sale una gran ramificación dendftica que se extiende hasta la capa 5.

lo que le pelmite lecibir una gran cantidad de inputs neuronales de gran variedad (entre

ellos los inputs del nervio óptico). La cantidad de las TGC es bastante pequeña (apro-

ximadamente unas 100000) y sus aferencias proyectan todas a otro núcleo distinto del

TO llamado núcleo Rotundo. Una de las principales características del tectum óptico es

que forma un mapa topológico del mundo exterior en las distintas capas, y no sólo re-

cibe innervación del sistema visual sino también del sistema auditivo, asÍ como también

inervación somatosensorial. Es posible identiñca¡ una gran variedad de tipos neuronales

encargados de generar el mapa topológico en el TO, y dentro de ésta hay una que destaca

pafiicularmente: la neurona llamada paintbrush (representada en color rojo en la Fig.1.6-

b). La importancia de las paintbrush es que es la actividad eléctrica de estas neuronas la

que se registla al intoducir un electrodo extracelular el las capas superficiales TO. Las

18
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palntbrush son l¿1s ef'erencias que proviene de Ias neuronas del istmo parvoceluliir y que

tennin¿u en el TO. concent¿indose principalmente en las capas 5 y 6. Estas neuronas se

orieÍitan e sentido vertical ]i poseen una gran arbonzación axonica de forma tuhular que

da origcn a su nomhre paintbrush (pincel).

11

t2

l3

Figura 1.6: DiaÉrr¿ima retino-tectal

A) Se obsena un dia.qranta de una se((íút ¿e lu retitu puxt ttroslrctr «¡t¡to ts esritnulada por fotones. ¡,o5

.fotr»Les (que posean fu longuitud de ondo otlecuoda) ¡t¡Íeruc¡L¡Ltn prinero co¡'t kts Cn le lt* cllulus gtn-
gliorares de la rerina. Aquellos -litofies .lue t1o ínteruoúan «tn la:; célulo: l1angl¡okares siguetl su canint¡

ha¡td los cont)s, do¡úe interectúdt¡.o lo! p¡gme tor iot<¡sc sil¡les. Los conos actirados q su i'ea en\'íou

utu señaL que llegu de ruelta a los t:éluLut gunglinure"^ que lofen.ia la leñal de lo¡ Cn'¡¿ ac¡itados.

Esta señal es.finaltterLte entíada a txlté.t deL NO hasta IO pt'in(ipa.lD1ente. B) E)1 la part¿ super¡ar se rc

cotno llega el nervio óprico al'IO a las 7 prineras capa: del TO, e,'¡'t«tura ie gtrm tariedad de neuntna.r

t grcut conecti'ídad neuronal. Entre lus ¡euroncts del 1O estáu lcts'IGC (rerde oscto?), que p(tttiti)dn en

la inregrttciltt rle are.ls dentro del7O, y las lItíntbru:¡h (nt.io) .lue u)tltrihlryen d la conectitídad foct í:.ada.

l:s la acritidad elettrita de las neurontts I'Ltintbrush. l.t alue et letec¡ado al hace¡ ut rcgistro ettratelultr
en el TO le Las ¡taktmcts. 'I íg-b de Hurcltl L¡,tkstlt"

A su vez, e1 istmo parvo celuiar es un núcleo que recibe :ferencias del TO a través de

Lln¿is neuronas llamas shepherd's crook, las que poryectan en el ltsmo parvo celul¿u ur1¿1

organización topográlica identica a aquella del TO.

l9

A)
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Respuestas neuronales magnéticas en TO Hace mas de 20 años se publicó el pdmer y

úrnico trabajo sobre estimulación magnética a la retina de las aves, registrando las respues-

tas del tectum óptico y en el núcleo de la ralz óptica basal (nbo¡) de las aves (palomas) por

Semm y Demaine (1986). En el tectum óptico se observó que la respuesta dependía de la

variación de la componente vertical del campo magnético aplicado, sin importar la pola

ridad del campo magnético. Se observó además que debía simultáneamente aplicarse luz

de una determinada longitud de onda (entre el velde y el azul) para detectar la respuesta a

la aplicación del campo magnético. Estos resultados fueron una de las evidencias para el

desarrollo del modelo par-radical. Este trabajo ha sido citado muchas veces como pnreba

de la existencia de un mecanismo sensorial magnético en TO. A pesar de los resultados

de Semm y Demaine no existe referencia de cómo las señales magnéticas provenientes de

la retina interactuarían con la multiplicidad de circuitos tectales que estiín centrados en la

visión2.

En conclusión, existe una amplia literatura sobre el tema de biomagnetismo en gran

variedad de animales. En aves se concentra en dos modelos: la magnetita y el par-radical.

Sin embargo, ninguno de estos modelos ha sido comprobado cabalmente. En el caso de la

magnetita existe bastante evidencia de la fomación de clusters de minerales magnéticos

en e1 pico superior de aves (magnetita y maghemita), habiendo una serie de experimentos

conductuales que apoyan este modelo. El problema para validar. este modelo comienza

con los resultados de los experimentos electroflsiológicos que registran potenciales extra-

celulares del nervio rigémino. Existen multiples trabajos (Heyers y col. [2010], Semm y

Beason u990bl) que muestran actividad eléctrica en el nervio trigémino como respuesta

a estímulos magnéticos, pero al cortar el nervio trigémino la sensibilidad magnética del

ave no se pierde. En concecuencia, no hay cefeza acerca del funcionamiento de este me-

canismo y de las vías de transmisión de las señales del modelo de la magnetita. Por otro

20

2Es sorprendente que no existan papers que t¡aten la pa¡te anatómica de la proyección magnética al To
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lado tenemos el modelo par-radical, el cual tiene solo un experimento electrofisiológico a

su favor con resultados increíbles y una serie de experimentos conductuales. El problema

con estos resultados es que al intentar reproducir los experimentos electrofisiológicos tan-

to en TO como en otros nucleos cerebrales de las palomas (hipocampo, entopalium), no se

ha detectado respuestas asociadas a 1os estlmulos magnéticos con fotoestimulación. Esto

nos lleva a cuestionar la validez de los resultados originales que afirman que hay sensibi

lidad magnética en el TO de 1as aves, resultados generados por un grupo de detractores

del modelo par-radical(Rose t20051). El esclarccer este mecanismo sensorial en las aves

es de gran importancia para entender la integración de los distintos sistemas sensoriales

en el TO (sistema visual, auditivo y somatosensorial). Por lo anateriormente expuesto, el

objetivo principal de esta tesis es reproducir los resultados de Semm y Demaine de 1986,

en que detectan que e170 % de las células tectales son sensibles a estimulación magnética.

El hecho de no encontrar sensibilidad magnética en el TO seria de gran importancia para

reorientar 1a investigación sobre los sistemas de magneto-recepción en 1as aves.

2t



MATBRIALES Y METODOS

En la serie de experimentos realizados duránte la tesis fue de crucial importancia pres-

tar atención a una serie de factores fundamentales para la realización de experimentos

relacionados con biomagnetismo, dichos factores son:

o Generación del Campo Magnético

. Medición del Campo Magnético

¡ Ejecución de registros extracelulares in-vivo

o Análisis de Datos

Los experimentos de biomagnetismo son complejos de realizar por 1o que a continua-

ción, siguiendo la lista mencionada antedormente, revisaremos los t¡étodos y técnicas ne-

cesarias para llevar a cabo estos experimentos disminuyendo las probabilidades de errores

experimentales.

22
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2.1. Generación del Campo Magnético

Una de las primeras consideraciones para el desanollo de esta tesis es poder definir un

vector magnético B arbinario (por muy simple que esto parezca, resulta mas complejo de

lo esperado). Experimentos antiguos sólo modificaban la componente vertical del campo

magnético (Semm y Demaine [1986]). Para llevar a cabo nuestros experimentos se cons-

uuyó una estructura que se monto sobre el aparato estereotáxico y que permite generar

arbitariamente un Campo Magnético con cualquier orientación e intensidad (por ejem-

plo, similar al Campo Magnético Tenestre). Es importante hacer notü que en nuestros

experimentos la paloma siempre sufre la acción de dos campos magnéticos:

o El Campo Magnético Aftiñcial (generado artificialmente por el experimentador).

. EI Campo Magnético Terestre.

EI Campo Magnético Terrestre, como cualquier campo magnético o vector, debe ser

representado por su módulo, dirección y sentido. El módulo del campo magnético está

dado por el módulo de sus componentes vertical y horizontal; su dirección y sentido están

representados por los ángulos de inclinación y declinación, ambos en coordenadas polares:

Ángulo de Inclinación Magnética: Se define como el ángulo folmado entre el vector

magnético y ia superficie de 1a tierra; éste varia entre 90o cuando el vector magnético es

perpendicular a la superficie terrestre (en los polos) y 0o cuando el vector magnético es

paralelo a la superficie terrestle (en el ecuador).

Ángulo de Declinación Magnética: Se define como el iángulo que existe entre el nofe

magnético y el nolte geográfico (ver fig 2.1).

Modulo del vector Magnético: El modulo que llamaremos r viene dado por la Ec. 2.1,

donde r', es la componente vertical del campo magnético y r¡ es la componente horizontal

campo magnético.

(2.1)
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Figura 2.1: Vector Magnético

En este esquenta se apra)cia una r?prercntaciótt de canrpo magnéti(o terrestre datda por u itán
ubicado e el cenfro de la tierra. Donde el polo norte geogrúfco coittcide con el polo sur mag

n¿ti(a. In cual es una ntanera simple pero efecÍit'a de representar el campo mag ¿tico leüettre.

La intensidad del Campo Magnético Terestre no es uniforme, ya que no sólo varía su

dirección y sentido debido a 1a existencia de polos magnéticos, sino que sufre múltiples

variaciones producidas por gran variedad factores naturales como son:

yacimientos minerales

volcanes

radiación solar

Es por eso que encontr:rmos que las intensidades de Campo Magnético Terrestre pue-

den variar desde 0.2 a 0.5 [gauss], dependiendo del lugar geográfico en que se lleve a cabo

la medición. En Santiago el Campo Magnético Terrestre (http://www.ngdc.noaa.gov/geomagmodels/

struts/calcIGRFWMM ) tiene las siguientes características:
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Intensidad horizontal = 0.20190 Gauss

Intensidad vertical = -0.13446 Gauss

Declinación = 2n 52' (+ este - oeste)

Inclinación = -33" 40' (+ ariba - abajo)

2.1.1. CampoMagnetico generadoartificialmente

Par-a la generación del Campo Magnético A¡tificial nosotros usamos un sistema anti-

guo y ya probado, utilizando las llamadas bobinas de Helmholtz. La teoría detrás de las

bobinas de Helmholtz es relativamente simple, y para detallarla recorda¡emos como se

relaciona el campo magnético con la intensidad de corriente que circula a través de una

espira circular.

A continuación se presenta la formula matemática que describe 1a intensidad del cam-

po magnético a lo largo del eje de la espira (ver ñ9.2.2-B), donde B es la intensidad del

campo magnético, R el radio de la espira y H la distancia a la cual se desea medir el campo

magnético a los lzLrgo del eje:

(2.2)

Si ahora reemplazamos la espira por una bobina, Ia intensidad del campo magnético se

ve ponderada por el número de vueltas de la bobina, permitiendo expresar la ecuación del

campo magnético de la bobina como ec. 2.3. Esta ecuación puede ser extrapolada mediante

la ecuación 2.2, donde H es el punto sobre el eje de simetrla de la bobina donde se quiere

medir el campo magnético (siendo el eje de simetría perpendicular al plano de la bobina,

y conteniendo el centro de Ia misma), R es el radio de la bobina, I es la intensidad de 1a

corriente y N es el número de vueltas de la bobina. El campo magnético generado por una

sola bobina no es suliciente pata genetar un Campo Magnético Artificial que nos permita

P¡:1 R)
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cmular el Campo Magnético Terrestre, ya que cl área sobre el cual este canrpo magnético

es uniibrme es c:1si puntual.

B)

I'igura 2.2: Campo magnético a través dc una cspira

Considerentos unu etpíru en ltt cuctl circLtkl uno (:orríe tt tal con¡a) sa muesÍtar ett laJigunt A- E¡ttt tt¡'rienle

indute lhtcat decat¡lpo tnag ético sa¡iendo del plunt.' tle laespiro, deft:'rutcr t¡ue el catttpo que se genera en cl

eje cenrral de lo tspíro es pe rpettiic Liat' al pluno de éstd. A medit{o c¡te nos acet-.eins a l.t espirIl.ts lí\lea!

de canpo ntogttétirtt líe dd1a cun'dr.e? cLtd(lre:ú1ás hú\la.fot'm¿tr cíttulos (cei:4 de luesp¡ruL Cttno patt
, es!¡os e.tperifentos interen :;tilo lo gertercií»t de cuntpos tnrtgnéticos untJonnes, hos cotrenltaue u)s en

el cornportanientu del canpo nugnétíco vbre el eje qLte attat'ietu la es¡tira en. fonta ¡terpentlicular al

plano tle lo lunisrna,.fi1. B.

Curiosamente, el problema de lt)griu generar un campo magnético LUti-lbrnle sobre una

regíón pafiicular del espacio es lácilmente resuelto si considetamos un sisterna compuesto

por dos bobinas (fig. 2.3¡ sistema conocido popularmente como bobinas de Hemllrcltz.

B_ ¡-t"s*.N*I*R2 (2.3)

El propósito de 1ls bobinas de Helmholtz es generar una zona del espacio donde el

campo magnético sea prácticamente unifoflne, lo que se logra cuando las dos bobinas dc

26
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radio R estár separadas ex¿ict¿imente por una dist¿llcia R. Veremos a continuación que con

esta separación se produce un¿r zona donde el c:rmpo magnético generado es relati\,¿imente

uniforme, zon:L aproximacla;nente igual al 1{) 7¿ del radio de las bobinas y localizada en el

medro del pdr de bobinas de Helmholtz.

Las bobin¿rs de Helmholtz consistctl en un par de bobinas ubicadas en forma paralel:t,

aline¿rd¿rs de modo que sus centros coincidan con el eje de simetria de 1a bobina opuesta,

y conectadas entre si en un circuito en serie (Fig. 2.3-b). Para la generación de un cam-

po magnético uniforme, ambas bubin¿is deben tcuer el mismo numero de vueltas. y la

intensidad y dirección de la corriente debe ser l¡L misma en ambas bobinas.

Plan¿ \{l'd]o

21

.+
Rdio: R

i

B)

Figura 2.3: Bobjnar dc Helmholtz

A)L el d¡agruma se obsery.a un plano inLoginorio para;l?lo o las bolti.ncts de Helnthoh:, este plano 
"-e

en¡:ttent¡u t¡ una disktntia cle R/2 \ie:1do R ld sefuroción en¡re las bobinar \' tdt¡1b¡én el rQLlio de !!Íos.

B) EsEtend de la cottfigw'acíótt de tlos bobínas fantum.lo ún s¡sten.t de bobinas de Hclntlv¡lt:. dontle se

aprcciu clarurnenre que la ¡t:ón radio-separaciiitt de l.¡s bobina.t es uno, )d qüt í ot1 esla conliguraríritt st:

obtietle le t¡u¡or áted con un cd¡Jtpo tt!,\tLét¡co tlnifatfiE sobrv el tje t¡u,' lne ambos centRts Lle las bobínas

.uuwlr) el eje intercept.t.tl pLetlo ifiúginarit) (A).

B
1-

A)

,T

I

R
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La ecuación 2.4 describe el comporlamiento de la intensidad del campo magnético

sobre un plano imaginario paralelo a las dos bobinas de Helmholtz, ubicado en medio de

ambas bobi¡as (Fi g.2.3-a). Debido a la simetría cilínd¡ica de las bobinas, sólo es necesario

saber como se comporta ia intensidad del campo magnético a lo largo del radio medido

desde el eje que une co-linealmente ambos centro de las bobinas y que se ubica sobre

el plano imaginario. La ecuación 2.5 describe Ia i¡tensidad del campo en función de la

variación del radio desde el centro de las bobinas:

2it
B(r):NI +(10 3)x I Zat.a - rcos(0))dO /(a2 +b2 +12 -2a*r,rcos(0¡)3/2 12.+¡

.t
0

En la ecuación 2.4, B representa la intensidad del campo magnético, N el numero de

vueltas de la bobinas individuales (ambas bobinas de igual embobinado), I la corriente que

circula a través de las bobinas, a el radio de las bobinas (ambas bobinas de igual radio), y

b la separación media entre las bobinas (todas las unidades en SI, pero con el factor 10-3

cambia las unidades del campo magnético a gauss).

Como se muestra a continuación, para tener un campo magnético uniforme es de vital

importancia definir adecuadamente la separación entre las bobinas, la que debe ser igual

al radio de las bobinas.

En la figura 2.4 se aprecia como vaía la uniformidad del campo magnético generado

en medio de las bobinas de Helmholtz sobre un plano paralelo a las bobinas, en folma

radial desde el eje que une ambas bobinas. Debido a la simetría cilíndrica que presenta el

Campo Magnético Artificial, lo que en la frgtra 2.4 se ve como una curva es en realidad

una supedcie de revolución, donde el área homogénea corresponde a un cÍrculo con un

radio de aproximadamente un 10% del radio de las bobinas cuando la separación entre

las bobinas es igual al radio de las mismas (configuración óptima de las bobinas de Helm-
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Separación = Radto
Separación < Rád¡o
Separac¡ón > Radlo

^ 0.5

a
I oo

-o.10

Figura 2,4: Distribución del Carnpo Magnético como función de la separación de las bobinas de
Helmholtz

En La Jigura .se observa un modelo hecho cou los parárnetn¡s reale,r ¡lc una de las bobius de Helmhobz
utilizqda en lo tesis (55 cm de radio). Se grafcan distintos distribuciones de intensidad del Campo Magné-
tico Artífcíal sobre eL plano que separa aL pat de bobinas de Helmhohz (fig,2.j,a), El gráfco,nuestra la
intensídad vs, la distancía radial desde el eje que cruza ambos centros de las bobinas, por ello la simetría
que se obser,)a e las tres curyas,

Itts curvas representan la relacíón separación-radio bobina. Ia líneq continua represento la dktibución
de intensidad del Campo Magnético Artiicial, con una separación de Las bobinas igual a su rad.io (conrtgü-

ración optima de las bobinas de Helmhokz). La curva punteada corresponde al caso en que la separación

es mayor al radio, y la curva segmentada corresponde al caso en que la separación es nenor al radio. En

los tres casos se ve claraúÉnte cotno decae rápidafiente la intensidad del campo magnético en wn posíción

cercana a los 30 cm de radio. Se obserta ademas un área homogénea de aproimadamente 5 ctu de radio

en el caso de la configuración óptíma.

holtz). En caso de tener una separación distinta al radio de las bobinas, la uniformidad del

campo magnético artificial disminuye considerablemente.

De acuerdo a lo anterior, la expresión para la intensidad del campo magnético sobre

el eje central que une las bobi¡as de Helmhol¿ en el punto medio entre ambas bobinas,

puede ser simpliflcada como se muestra en la expresión 2.5 si consideramos que el radio

es igual a la separación de la bobinas:

ñ ¿41\ )\ f | .,1l, : --:-- I¡rL,
d * lrr/j '

(2.s)
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Donde B es la intensidad del campo magnético, N es el numero de vueltas de una de

las bobinas de cada par;1es la corriente que circula por cada par bobina y a es el radio de

las bobinas.

Así, para definir un Campo Magnético A¡tificial arbitrario se requieren tres pares de

bobinas de Helmholtz.

Las características de los tres paÍes de bobinas de Hemlholtz construidas son:

El primer par de bobinas es de 30[cm] de radio y con un embobinado de 2l vueltas,

y controla el campo magnético alineado con el eje norte-sur.

El segundo par de bobinas es de 40[cm] de radio y con un embobinado de 27 vueltas,

y controla el campo magnético alineado con el eje vertical.

El tercer par de bobinas es de 55[cm] de radio y con un embobinado de 36 vueltas,

y controla el campo magnético alineado con el eje este-oeste.

Con estas medidas de las bobinas de Helmholtz se pudo obtener una región del espacio

lo suficientemente grande como para generar un Campo Magnético Artificial uniforme

al¡ededor de la cabeza de la paloma. En esta tesis, debido a problemas de espacio en la sala

de registro electrofisiológico, no fue posible implementar ur sistema de bobinas Helmholtz

mas grandes ya que para generar un cubo de arista 20 cm (donde el campo magnético

generado fuese relafivamente constante) se requerirían bobinas de unos 2 metros de radio

y con una separación también de 2 metros. Sin embargo, algunos laboratorios que trabajan

en temas relacionados con biomagnetismo han logrado implementar sistemas de bobinas

de estas dimensiones (Ritz y col. [2009]).
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2.2, Medición del Campo Magnético

La generación de un campo magnético con las caractefísticas deseadas resuelve sólo

parte del problema, ya que como lo muestra la Ec.2.5 el campo magnético varia en forma

lineal con la variación de Ia intensidad de coniente eléctrica en las bobinas (La intensidad

de la corriente eléctrica vario entre -3 a 3 amp), Esto en la práctica es un problema porque

la intensidad de corriente eléctrica puede vuiar de formas no deseadas debido a múltiples

factores:

t. Fluctuaciones en la fuente (problemas con el circuito amplificador de potencia) de

poder que alimenta a las bobinas.

tl. Errores de programación en el software que controla la intensidad de coniente en

las bobinas.

IlL Descarga repentina de las baterÍas que alimentan a las bobinas.

Estas variaciones de1 campo magnético pueden ser detectadas con sensores especiali-

zados. En esta tesis se usó un sensor magnético magneto-resistivo (permalloy) para moni-

torizar en forma continua y en tiempo real el campo magnético alrcdedor de la cabeza de

la paloma.

Como mencionamos anteriormente el campo magnético terrestre se ve alterado por

múltiples factores, siendo uno de ellos 1os grandes yacimientos de minerales magnéticos.

Aunque nuestro montaje no presenta este problema, si presenta un problema similar a ¡:na

menor escala: el efecto de concentraciones de metal con alta susceptibilidad magnética en

torno al luga¡ donde se desea medir la intensidad del campo magnético total. Este punto es

relevante debido a que e1 aparato estereotáxico donde se lleva a cabo el experimento está

hecho casi en su totalidad de metal sensible a campo magnéticos. Este hecho genera im-

po¡tantes variaciones en las líneas de campo rnagnético sobre el estereotáxico, a tal punto
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que 10s ángulos de declinación e inclin¿rción del carnpo magnético terrestre varían cor.tside-

rablemente cuando son medidos cerca dei aparato, Por lo anterior, es de suma impo(ancia

poder generar y r,redi,- el campo rnlgnético con precisión adecuada, objetivo fundamental

del iensor rna-cr.]ético utilizado (Sensor Tri-irxial Honeywell modclo HMC2003).

2.2.r. SensorMagnético

El sensor magnético HN,1C2003 (r,er Fig. 2.5) está compuesto por tres tlansductores

lnagneto-resistivos de pemalloy (aleación de Niquel-Hieno), uno para cada eje. Este sen-

sor es capaz de medir el ciimpo magnético en cada uno de los tres ejes en forrnir indepen-

diente. con un r¿ngo qrre varia entre -2 a 2 [Gaussl v con una sensibilidad dc 1[Volt/G]. El

sensor entreg¿r como señal de s¿rlida un voltaje proporcior.ri.rl al ciunpo magnético mcdido

cuyo rango va desde 0.5 - 4,5 lvolts], lo que signif,ca que el cerr¡ clel sensor mtrgnético (0

gauss ) cofiesponde 2,5 volts.

tr'igura 2.5: Sensor !lagnctjc0
Sensor magnético flone_v-well Hi\'{Cl0o.l cle tres ejes. Este se¡so¡ nos permile registrar en tiemfo re¿Il el

campos ñagnéticos débiles, en un sistema coordenadas c¡üesiNno. con intensid¿des tne¡otes ¿r 2 Gauss

(ca.npo magnético terrestre).

Como el sensor mi.le con precisión campos magnéticos e,t un 1'¿Il1go entre -2 a I ICil.

si éste se ve expuesto a un campo rnagnético > 2iGl éste pierde la sensibilidad que trae de

thbrica. El drseño del sensor petmite recuperar la sensibiliclad original en tbtma sencilla.

haciendo pasar un pulso de corriente como se muestra en la Fig.2.7 a través del sensor. Para

la generacrón de este pulso fue necesario construir un pequeño cilcuito eiéctrico (Fig.2.6)

32



CAPÍTULO 2. MATERIALES Y MÉToDoS

conftolado por un microprocesador (Arduino) el cual es capaz de generar las dos señales

(Set y Reset) que aparecen en la Fig.2.7 (Arduino es un microprocesador programable

desde cualquier plataforma computacional, de malera simple bajo lenguaje C).

Figura 2.6: Diagrarna circuito de reseteo sensor magnético

Diograna elecoittico Lle reseteo ( reset) tlcl sc¡tst¡r nngnético, cura dpliaac¡ótl e.s calibntr el sertsor mug'

2 [Gauss]Ipfitctl).tln1e Íe (ampot t11agnéticos protctl¡etttet tl¿ itttdttet)

2,2,2, Sistema de adquisición de datos y control

2.2,2.1. Generación y adquisición de datos

Para 1a generación de datos que controlan e1 Campo Magnético Artificial (mediante

un circuito amplificador de potencia), y la adquisición de datos provenientes del sensor

magnético y de1 electrodo (1 ó 16 canales). Es necesario contar con un sistema adecuado

para el desarrollo de 1os experimentos de biomagnetismo.

33

. En el caso de adquisición de datos se contó con:
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Figura 2.7: Pulsos generitdo por el ci¡cuito dc reseteo

Los dos pul-tos de la parte superior (tef t ]?:et) s¿ tl¿ben int¡odw:i'al .¡rctlito de reseteo (.fi8.2.6); e,tot

pulsos soü genen:tdc.ts por el »tic@pracesa¿ar Aftluino. De la soLitla tlel citcuitt¡ se obter|tt La señdL (ír)
rtqueritla por eL se tt.ror nrttgnélico ¡taru vt¡h et a ol¡tener stt setttibílitkttl lc ltbrica

Un electrodo de 16 canales y un electrodo de I canal

[Jn arnplilicador de señalcs extracelulares (A-M Systems Model 1800 de 2

canales y A-M Systems Model 3600 de 16 canalcs)

Tarjeta National Instruments BNC-2090 de 1Ó entradas análogas

Software Igor-Por- (para controlar las entradas y salidas de la tarjeta National

lnstlumcnts)

Sensor magnético Tri-axial Honeywell modelo HMC2003

Las entradas análogas (16 en total) de 1a tafjeta de adquisición (iii) fueron adminisffadas

del siguiente modo: 13 canales se utilizaron para los registfos extracelulares (luego de

pasaf por un amplif,cador de señales (ii)) y 1os 3 canales restantes se utilizaron pafa ad-

quisición de datos del sensor magnético (v). Todo el proceso de adquisición de datos se

realizo utilizando el software Igor-Pro (iv).

. En el caso de la gcner-ación de datos para controlar el campo Magnético Afiillcixl

se utilizó:

I.

I1.

III.

tv.
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Tiu1eta National Instruments BNC-2090 (la misma utilizada para Ia adquisi-

ción de datos). con 8 salidas digitales y 2 salidas análogas.

tJn circulto anrplilicador de potencla (Rg. 2.9), controlxdo por el progralna

Igor'-pro a través de la tarjeta National Insüuments.

Para esquematizar el montaje de la adquisición y generación de datos se presenta el si-

guiente diagrama (Fig. 2.8):

¡ Las señalcs de Ias 2 salidas análogas van al citcuito amplilicador dc potencia uti

Iizado para alimentar las bobinas Helmholtz (estas dos señales gencran el vector

campo magnético en el cje vettical .v el vector campo magnético en eje horizontal,

con orientación Este-Oeste).

¡ La señal para la tercera bobina de hclmholtz utiliza las 8 salidas digitales las que

van a un conversor digital-análogo (D-A) de 8 bits. La señal del convcrsor D-A es la

que llega al amplilicador de potencia par.a alimentar cl par de hobinas de Helmholtz

restante (que genera el vector campo magnético en el eje horizontal, con orientación

Norte-SuI).

De esta maneta son controlados los tres pares de bobinas que genelan vectores de

Campo Megnético Afiihcial ortogonales cntLe si. obteniendo de cstx forma un siste

ma de coordenadas cartesianas que nos permite definir cualquier vector magnético

(vector magnético terrestre + vector magnético artificial) en el espacio de una ma-

nera simple.

II.
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ELECI¡OOO

---

h¡rpu¡rr¡ooi /a\rr\ \

F:*"." ffi--Ul
L J \--l so¡o as DE Hr.*,o.r.

Figura 2.8: Diagrama del Sistcma dc Adquisición y Generación de rlatos

En el diagrama se esqucm¡ltizii el sistema de aclquisiciiin de datos lelecüodo y sensoi fiágnérico "S\,f') )'
ia generación .le datos para tres pares de ilobinás de Helmholtz. Todo esk) es crxrúolodo ¡iedianre e1 PC

{softwarc Igor-P¡()) a rra\'é\ de la taljeta Natiol]a] -hst!ut]ter1ts.

2.2.2.2. La tarjeta de adquisición de datos

La tar.jeta de adquisición National lnstruments permite adquirir y generar datos en

un r¡n.qo de r,oltaje entre -5 ¿1 5 [V]. Esto es suficiente pala el desamollo de nuestros

experinrentos, yer que este trabajo se enfbca en los efectos clel Campo Magnético 'lerrestre.

l)onde 1os datos adquiridos por la ta{eta de ¿idquisición provenientes del output del sensor

magnético se encuentr¿ln ertre 1.5 - 3.5 tVl, lo que corresponde a un campo magnético

entre - i y I [G] y en el c¿lso de Ia generación del ciirnpo magnético se gener¿1n señales que

se encuentran entre -4 a 4 [Vl. La implcmentación del sensor magnético junto con la ta{eta

de adquisición N¿üional Instruments nos pcrmite obtener una precisión de -0.1lmcl en la

rnedición del campo magnético. Para Ia adquisición de 1os registros extracelularcs 1a señal

registrada por Ia tarjeta de adquisición se encuentra entre -2 a 2 [V].

2.2.2.3. Generaciírn de la corriente eléctrica

Como se mencionó aüteriormente, la generación del campo magnético se realiza usan-

do tres sets de bobinas de Helmholtz, siendo el campo magnético generado proporcional a

la intcnsidad de con'iente eléctrica que circula por cada par de bobinas. Para Ia generación

de corriente continua se usó un circuito anrplificador de potencia 1 Fig 2.9). alimcntado por
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dos baterías de 12 volts de 55 amp/hr, la intensidad de coriente varía en un rango entre

-3 a 3 amp, en forrna simultánea para a los tres pares de bobinas. Se utilizan baterías ya

que estas generan coriente continua lo que se traduce en la generación de un campo mag-

nético continuo y no generan el ruido de 50 Hz que produce cualquier equipo conectado

a la red eléctrica, ruido que afecta considerablemente los regisÍos extracelulares debido a

que este tipo de registros tienen una pequeña amplitud peak-to-peak (aprox. 400¡rV). El

circuito amplificador de potencia recibe como input tles señales análogas para alimentar

cada par de bobinas de Helmholtz de forma independiente (e1 input vaía entre +5 volts,

1os que son generados por la tarjeta de adquisición de datos), siendo el output del circuito

un voltaje proporcional a1 voltaje de entrada. Entonces 1a corriente que circula por cada par

de bobinas de Helmholtz depende de la resistencia de cada par de bobinas (lo que significa

que el voltaje de salida de amplíficador de potencia es proporcional al campo magnético

generado por cada par de bobinas de Helmholtz). Como se mencionó anteriormente, dos

de ios inputs llegan directamente de la ta{eta de adquisición de datos (salidas análogas) y

el tercer input l1ega desde un circuito conversor digital-anrálogo de 8 bit (fig. 2.9), debido

al uso de las salidas digitales de la tdeta National InsÍuments, para controlar el tercer par

de bobi¡as.

Los campo magnéticos producidos a¡tificialmente requieren de mucha precisión para

su generación, eS por esto que es necesario controlarlos en forma automática. Para esto Se

escribió un programa en Igor-Pro (softwale que controla la tarjeta de adquisición) gene-

rando un Campo Magnético Artificial opuesto al Campo Magnético Terrestre en la zona

del espacio donde se ubica 1a cabeza de la paloma, "anulando" así 1a influencia del Campo

Magnético Terrestre. Luego de esto se genera el Campo Magnético Artificial que se desea

evaluar en el experimento, lo que en la práctica se logra controlando las distintas compo-

nentes oftogorales del vector campo magnético generadas por 1os tres pares de bobinas de

Helmholtz.
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Figura 2.9: Circuiio Amplif,cador de Potencia

Diagrama del circuito ampüficador de po¡encia empleado paü suministrar coÍieEte continua a los úes pa-

res de bobinas de Hehrholtz- La implemetrtación de este ctcuito se debió a que se necesitaba suministrar

coriente continua, y no altema, para generar un Campo Magnético Artificial continuo. Se utiüzó amplit-
cadores operacioaales de poteDcia para conholar la corriente de ordeq 1-3 amp de uo pa¡ de baterías de 7

amp/hr (posiofiormente reemplazadas pot un par de bateías de 55 ampihr)-

FOT:
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2,2.3. Calibración del sensor magnético

La calibración se lleva a cabo midiendo el módulo, ángulo de inclinación y ángulo de

cleclinación del Canpo Magnético Terrestre con el sensor magnético. y luego comparando

las mediciones ct¡n los v orcs conocidos del Campo Magnético Terrestre cn Santiago de

Chile. A continuación se detalla el proccdintiento realizado pata la calibración:

l. EI sen,sor magnético se fija sobre r:na plataforma horizontal que rota sólo sobte

su eje vertical. El sensor puedc fijarse en la platafonna en distintas posiciones. de

modo quc al rotar Ia plataforma el sensor pueda rotar sobre sus ejes X, Y o Z (según

posición dc fijado). Todas las medicioncs se hacen l¡llndando e] sensor con Mu-

metal (detalles mits adelante).

2. Se registra la intensidacl del Campo Magnético Terrestre en la sala de registro rotan-

do el sensor magnético sobre sus tres ejes consccutivamente, sin y con un blindaje

de Mu-metal. de acuerdo al siguiente protocolo :

Se hace coincidir cl eje X dcl sensot coll el eje N-S geográfico y el eje Y del

sensor con el eje O-E geográfico. Comenzando en 0o (dirección Norte). sc rota

el scnsor magnético sobre su eje Z en 10" en scntido horario hasta completar

360".

Se hace coincidir el eie X del sensor con el eie N-S geográlico y el eje Z del

scnsor con el eje O-E geográfico; se repite el procedimiento antefior rotando

el sensor magnético sobre su eje Y.

2c) Se hace coincidir el eje Z del sensor con el eje N-S y el eje Y del senso¡ en el

eje O-E; se repite el procedimiento anterior rotando e1 sensor magnético sobre

su eje X.

El alineamiento de los ejes del sensor magnético con los ejes geográficos se lleva a

cabo uülizando Ia orientación de los muros de la saia de regi.stro del laboratorio, ya que

2a)

2b)
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tueron construidos siguiendo l¿ orientación Norte-Sur 1, Este-Oeste.

UDa parte importante del proceso de calibr¿rción es poder definir el "cero" del sensor

magnético, que coresponde al outllut del sensor magnético cuando no hav campo mtigné-

tico alguno. Para ello se utiliza una aleación magnética conocida como Mu-metal, la cual

permite blirdar ¿ll sensor magnético de los campos magnéticos externos.l El Mu-metal

(Jiles [19981) es una aleación compuesta básicamente cle níquel-hierro (75'1, níquel, l5 %

hierro) que además tiene una pequeña cantidad de cobre y molibdeno. En general liis aiea-

ciones de níquel-hierro tienen una alta pelmcabilid:rd magnéiica ¡r (pr--rmeabilidad mag-

nética del Mu¡netal 20000- 100000 /r,., siendo ¡r, la permeabilidacl relatrva). lo clue les

permite conducir las líneas del campo magnético. Cabe notar que existen aleaciones con

permeabilidades magnéticas m¿ryores a 1as del Mu-rnetal, pero éstas son mas dilíciles de

adquirir y tanrbién son menos m¿rleables.

A cc¡ntinu¿rción se muestran los grálicos de calibración del sensor m¿güético l¡lindado

con Mu-Metal, utrlizados püa calcular el cero del sensor magnético.

151 200

ángulo 16l

l'igura 2.10: Calibracirin sensor magnético cje X

La curvt azül(,\) -v roie(+-) rep¡ese¡ta¡1 el o¿tlpur del eje X dei seasor m:rgnérico sePúrt los pasos 2a y 2b

¡especr.i'!ra,ner¡e. do¡de se obse¡va u¡¡ fo¡ma sh¿¡soirJa/ e¡ a¡lbas cufl?s. La cor!'¿ regra (o) represeara

Ios d¡rr¡s obre¡idos de] or¡lpur del senso¡ ¡llgnérico del qle X ai bli¡d¿¡ ¿l se¡so¡ co¡ Mu-r¡er.rl.

lEste hlindiiie furci{)na con un prinripio iadici ¡rerte distinto de la iian¡adas "Jaul s de Farada}"'que se

usan para hlirdar .anlpos eléct-ricos.
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Figura 2.1l: Calibración scnsor magnético e-je Y

I-es cr¡r"!'as azL (\) )' rc¡al+) represeDtan cl outp¿lf del sensor magnérico del eie Y segrín los pasos 2a

_\, -2c r.especrii"mer¡e. donde se observa que arlb¿s cu¡r¿s rieneÚ ¿¡rir ti¡r¡nit si¡tt¡st i¡1aL. La crr¡r'á ,ejlrá

(o), rep¡ese¡¡aa /os daros o/¡¡enidos del o¿,fput del sersor rlagrérico del qle Y a/ b/iadar el seDso¡ con

¡¡u meral.

Figura 2,12: Caliblacitin sensor m¿ignótico cic Z

La cürva azul(L) ) roja(+) representaü el outpLtt Llel §e¡lsrr. nlag¡léfico tld eie Z según i,rs pasos 2b

y .2c ,especrtivrlrenre. se obsena gue arnbas ct¡flas ¡ieren una lb¡¡¡a si¡r¡soid¿rJ. - La c¿¡¡m negfli (o)

representa los da¡os obte¡idos de? oufpur elel senso¡ ¿r¿g¡érico del e¡e Z al blindat al reoso-r con ,VIu

fiietíli.
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Observando las figuras 2.10,2.11 y 2.12 vemos las curvas negras que lepresentan

el output del sensor magnético blindado con Mu-meta1. Nos damos cuenta que el Mu-

metal realmente bloquea el campo magnético ya que en los tres ejes del sensor magnético

tenemos un output que es prácticamente 0 [G]. Las curvas rojas y azules representan e1

output del sensor magnético midiendo la componente horizontal del campo magnético

terrestre que en Santiago es de aproximadamente 0.2019 [G]. El sensor magnético nos

entregó una lectura de -0.200 tcl pala Ia componente horizontai del campo magnético

terestre, valor que fue ratificado por 1os tres ejes en forrna independiente. Podemos así

afirmar que el sensor magnético HMC2003 mide la intensidad de campo magnético de

forma adecuada y en cada uno de sus ejes en forma independiente.

2.2.3.1. Linealidad de las bobinas de helmholtz

Para la evaluación del funcionamiento de las bobinas lo primero que se hizo fue hacer

un barrido de -1[amp] a +l[amp] para verificar la linealidad del campo magnético gene-

rado en el centro las bobinas. Este procedimiento se realizo primero con los tres pa-res

de bobinas independientemente y luego con los tres pares de bobinas simultáneamente,

para determinar cuan ortogonales eran entre si los campos magnéticos generados por las

distintos pares de bobinas.

En las figuras 2.13,2.14y 2.I5las curvas azules repre§entan el output del sensor mag-

nético bajo la influencia del campo magnético generado por cada par de bobinas en forma

independiente para los ejes X, Y y Z, respectivamente. Se observa que las curvas se com-

portan de forma lineal, cumpliéndose ia ecuación 4 que plantea que el campo magnético

es proporcional a la corriente aplicada en ias bobinas. Esta conflrmación nos permite de-

cir que experimentalmente se puede obtener un campo magnético uniforme en e1 centro

de cada par de bobinas, y de esta manera obtener un sistema de coordenadas magnéticas

ortogonales.
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l-igura 2.13: Calibración bobina eie X

En azul se apte.ie el canpo nagaético artiÍici¿l orientad{, eu el eje Esle-Oesle geogÁ¡ico (outpLtf del cje X

ileJ selsor irragnétic(r. Y e, rofo se ediciofu el efecto del los dos canrpos aragaéticr¡s or¡ogon¿¡les ¡es,a¡rcs;

el canpo ntagnético ex el eje ñ)afe-Sur -1, 
eje verar.r¿l lcoflespon.líentes al output de kts ejes Z e y del -!e¡rso-.

magnético).
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Figura 2.14: Catibración bobina c.je Y

En azLtl se aprecia e.l carltpo mrg¡éti.(¡ a¡tilicíal ¡¡rientadL¡ e¡ el ele No¡re-.§ur geogr¿ílico (ol,¡pur de/ efe y

del se¡so¡ ¡¡a-goé¡icoJ. )' e, .oio se adicio¡¡ el el-ec¡o del .los dos ca¡npos rna-g¡éricos ot ¡ogo¿rjes res¡ánresi

el campo Lnagnéticrr er el efe É;fe-Oesre -\, eie yeraical ltoffespo¡dienres al L¡utput de lrrs qes Z e X dei

seúsor .I]ágnéricr)).
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Figura 2.15: Calibración bobina cjc Z

En ¿zul se apreeia d cantpo n¡ag¡ré¡ico ertificial orientadc¡ en eJ eje verricrj loüpur de¡ eje Z del ienso¡

]|te!nético). Y en rojo se tdicion el ef-ecto de] los ¿ts cafipos magnéticos orfo!¡onrles ¡es¡¡¡lesi el .jarrpo

nr;rgréfico en ei eie Norte-Sur _v e-ie Este-Oes¡e icorrespondienres al output íIe ior efes -X e l'dei senso¡

nagtétict¡).

A1 superponer los carnpos magnéticos generados por los tres parres de bobinas simul-

táneamente, se aprecia en los tres gráficos pequeñas variaciones de la lectura dei sensor

magnético. A pesar de est¿rs variaciones Ia medición se comporta de manera lineal, srg-

nificando que la superposición de los tres campos magnéticos iirtiflciales (y ortogonales)

no genera grandes perturbaciones en el campo magnéfico total generado. Entonces, para

et'ectos del des¿Lrrollo ile los experimentos de esta tesis, el campo magnético total genera-

do por los tres pares de bobinas dc Helmholtz es adecuado y su intensidad (a pesar de ser

un campo débi1) es medible con precisión mediante el sensor rnagtrético. Esto es de sur¡a

relev'ancia, y¿i que a mayor precisión en la generaciól del carnpo magnético, m¿Lyor es la

reproducibilidarl (y conliabilidad) de los experimenios.

(.!

:
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2.3.1.

2.3.1.1.

2.3. Ejecución De Registros Intracelulares In-Vivo mo-

tivados por el fenómeno de la magnetorecepción en

aves

Primera Parte del Procedimiento Experimental
Preparación dc las paloma para la realizacién de los experimentos.

Los experimentos se realizaron en palomas comunes (Colmnba /i.,la) y en palomas

mensajeras. ocupando 20 y 3 palomas respectivameDte. Las masas de las palomas variaron

entre 300 y,+80 gr. Los experimentos se realizaron bajo dos condiciones principales:

Palo¡ra anestesiada

Paloma despiefta

Palomas anestesiadas. Se utilizó l7 palomas comunes a las cuales se les aplicó uno de

Ios dos protocolos de anestesia que se describen a continuación:

1. - Uretano al 20 7o (Urc) en agua destilada (n=5 palomas). Se inyecta una dosis in-

tramuscr ar de 3 ml de Ure para un peso aproximado de 300 gr; en caso que la

paloma continúe consciente después de media hora, se inyecta una segunda dosis de

0.03 ml. Con este protocolo se intentó reproducir lo más cercanamente posible el

protocolo de Semm y Demaine, 1986.

2. - Ketamina lOTo (Ket) 1.5 ml y xilacina 27o (Xil) 0.7 ml (n=12). Se inyecta una

dosis intramuscular de 0.35 ml de la solución descrita para un peso de aproxima-

damente 330 gr. A diferencia del Ure, con la mezcla Ket-Xil es necesario inyectar

constantemente una dosis de 0.03 ml cada 1,5 hrs hasta el fina1 del experimento.
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Esta anestesia es la que se usa con mayor frecuencia en el laboratorio donde se llevo

a cabo esta tesis, en los trabajos con palomas, debido a que la mezcla de ketami¡a

y xilacina, a diferencia de la anestesia con uretano, permite obtener una rápida re-

cuperacíón de la actividad y conciencia en las palomas luego de la última dosis de

mantención de la anestesia.

Cualquiera sea el protocolo de anestesia utilizado, la paloma debe dejarse en ayuno la

noche anterior al experimento, para evitar la regurgitación de granos durante el desarrollo

del mismo. Las palomas ya anestesiadas se ubica¡ en un estereotaxico metrálico (Fe) donde

se les fija la cabe za para evllar su movimiento. Esto se lleva a cabo fijando la paloma por

los oriflcios auriculares a través del siguiente procedimiento: se coftan las plumas de 1os

oriflcios auriculares y se cubren con lidocaína en gel (anestésico) antes de fijar la cabeza

en el estereotaxico. Para que la cabeza quede en una posición adecuada para el acceso a

eslucturas neuroanatómicas, también debe fljarse el pico de la paloma (ver la fi'g:2.16).

Esta posición permite determinar con gran precisión 1a posición de 1os distintos núcleos del

cerebro, 1o cual es indispensable para la reproducibilidad experimental. Esta es la posición

estándar de facfo de acuerdo a la publicación (1967) de1 Atlas Estereotáxico de la Paloma

Kanen y Hodos [9671.
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A)

Figura 2.16: Diagrama de paloma en estereotaxico
A) Imagen sacada del 'A srERE(lrAxIC ATL"AS oF TILE BIU'IN oF THE pIGEoN" (Kanen y Ho&ts
[ ]9671)' donde el punto de rtiación posterior correspondc a tas oídos de la palorua y el puruo de fiiación
anterior corresponde a una hendidura en el pico de las palomns. De este mado, se detennba una pisición
estándar considerando la morfología del cráneo y el esrereotáüico.

B) lmagen del estereotó.xico usadn en el experímenn, dande se apreciaft claramenie las dos pturtos de

fi.jación posteriores, mo derecho y uno izquierdo, y el punto de fijación anterior.

Duante la anestesia ]a paloma sufie una rápida caída de temperatura- La mantención

de la temperatura interna de la paloma en el rango 39-40 "c (temperatura normal de la

paloma) es lograda usando una manta térmica, que es regulada automáticamente a través

de una termocupla instalada en la cloaca de la paloma. para asegwarse que la paloma

se encuentre en buen estado y correctamente anestesiada, es necesario una monitorización

continua de Ia actiüdad cardiaca mediante un electro-cardiograma @cG). se utiliza un re-

gistro diferencial con dos electrodos de ECG, que se sifiian en el músculo del ala izquierda

y en la extremidad inferior derecha,

Los registros elr palomas anestesiadas se hicieron solo en el TO, donde contamos con

dos alternativas: el tectum óptico derecho, que recibe axones retinia¡os sólo del ojo iz-

quierdo, y el tectum óptico izquierdo, que recibe axones ¡etinianos solo del ojo derecho.
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Existe literatura (Liedvogel y col. [2007], Wiltschko y col. 12002)) que habla sobre la

lateralización del tectum óptico en las palomas, afumando que la sensibilidad magnética

se ubica principalmente en el tectum izquierdo (Wiltschko y co1. [2002]). Por este motivo

en esta tesis los registros fueron preferentemente en el tectum izquierdo, aunque de todos

modos se realizó algunos registros en el tectum derecho.

Para acceder al TO se abre un pequeño orificio (de aproximadamente 5 mm de diame-

tro) en el cráneo de 1a paloma en la parte lateral posterior. A través del orificio se observa

cla¡amente el TO, y se puede así introducfu un electrodo de tungsteno (con una resistencia

de - 1M0) en forma radial. EI registro se ¡ealiza a diferentes profundidades para poder

registral distintas capas del TO, y las profundidades varlan tlpicamente entre 0.23- 2 [mm]

medido desde la superfcie del TO. Una parte indispensable del circuito de registro es la

definición de la tierra, la que en nuestro caso corresponde a una aguja en la musculatura

del cuello de la paloma.

Paloma despierta. Se utilizaron 3 palomas comunes y 4 palomas mensajeras. Pa¡a ile-

var a cabo este tipo de registro, se reemplaza la fljación de los oídos descrita anteriormente

por una fijación por pemos pegados en el criíneo con acrflico dental. El procedimiento de

instalación de pernos se realiza al menos con un día de a¡telación al regisho, para dar

tiempo suficiente para Ia metabolización de la anestesia (Kerxil, de acuerdo al protocolo

descrito en "palomas anestesiadas") por parte de la paloma. El procedimiento es el si-

guiente: una vez anestesiada la paloma, se deja al descubierto e1 qáneo en la zona de la

calota. Aquí se hace una cuadrÍcula de pequeños oriflcios (sin atravesar completamente

el hueso) y se vierte acrflico dental. Antes de secarse e1 acrflico, se adhieren dos penlos

veÍicales a ffavés de los que la paioma se fijará al estereotaxico. Una vez seco el acrflico,

se procede a dejar al descubierto ia parte del cerebro que se desea registrar (forma análoga

al método utilizado con palomas anestesiadas), en este caso el TO y el Ipc.

El procedimiento de introducción del electrodo en el TO es idéntico pa.ra palomas anes-
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tesiadas y palomas despiertas. Una vez que el TO es visible a través del agujero del cráneo,

es necesario ubicar el electrodo de tungsteno en un mico-manipulador (ver Fig.2.l7). El

micro-manipulador es un aparato que permite fijar el electrodo y manipularlo con una pre-

cisión de un micrometro (¡-r.m), permitiendo ubicar al electrodo en Ia región que se desea

registrar de acuerdo al mapa estereotiáxico del cerebro de la paloma.

Figura 2.17: Manipuladof de electrodos

En Ia foto sc aprecia uno de los dos manipuladores para clectrodos usados durante esfa tesis, el cual se

encuentra montado sobre el aparato estereotáxico. Este manipulador en particular era usado para montar

electrodos de un único canal.

Una vez introducido el electrodo, es necesario determinar la cantidad de "ruido" del

registro, debido a que la amplitud de las señales en los registros electrofisiológicos es muy

pequeña (-200p¿ V). A pesar de que la sala está blindada con una jaula de Faraday, se debe

en ocasiones blindar a la paloma con láminas de aluminio pzra lograr obtener un ruido

eléctrico - 100 /¿V suficiente para evitar interferencia con las señales electrofisiológicas.

Una vez que se obtiene una relación señal-ruido adecuada, es necesario amplificar la señal

electrofisiológica. Para ello se utiliza un amplificador modelo Microelectrode AC amplifier

model 1800 de 2 canales (A-M Systems), con una ganancia de x1000 y un filtro pasa
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bandas entre 5Hz y 1OkHz. La señal amp'lificacla es direccronadtr a Ja tarjeta r.le adquisición

National IntrLrments. la que es contro]ada por el prograura lgor-Pro parzr anhlisis de señales,

cofl un¿r tasa de adquisición de datos de 10kllz.

Para ia serie final de experimentos (palomas despiertas) se utrhzó un nueyo modelo de

amplificador ( 16-chaÍlnel MicroelectÍode Amplifier Model 3600. A-M Systems). Gracias

¿1 que este modelo permite registrar l6 can¿rles simultáne¿lme1')te, se utilizó un electrodo de

i6 sanales (nxrdekr Neuror.rexus) en un arregkr de 4x:l elcci¡odos (.i tLgujas iie 4 mrn de

lurrgo separndirs pctr 200 ¡Ln . donde cad¿r aguja consta de 4 electrodos - ver Fig 2.18).
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Figura 2.18: Eléctrodo de l6 c¿urales

En la ligura se presenta un esquema de las ca¡acterísticas del electrodo de 16 canales usados, donde se

aprecian las dimenslones de las.1 agujas )-distribüción de los ¿l elecfrodos er cada xgilja. 1o que re¡lidad se

resurne etr utra arreglo tle 16 elect¡odos separados p(]a 201)/r¡¡r.

Una vez introducido e1 electrodo en el TO es necesa¡io Lletermin¿u los czrmpos re-

ceptir.,os de la paloma. El carnpo receptivo corresponde a la zona del espacio en que krs

estímulos visuales geirertrll u a lespuesta eléctuica ell 1as neuroflas que estári sicndo regis-

tradas.

Como las palomas son capaces de detectar mínimos camhios en la intensirlad de l¿ luz

dentro cle su campo receptivo, se cuilre toda el área tiel campo receptivo co una cortin¿l



CAPÍTUI-O 2- MAIERIALES Y MÉToDoS

negra para evitar que se produzca estímulos visuales no deseados. Esto se logra dividienclo

la sala de registro en dos, manteniendo la parte dondc se encuentra la paloma aislada de

todo estimulo visual que no sea parte del plotocolo experimental.

2.3.2. Montaje del sistema de magneto-foto estimulación
Segunda Parte del Procedimiento Experimental

2.3.2.1. Montaje del sistema de estimulación magnética

Esta palte del procedimiento consiste en implemental los tles pares de bobinas de

Helmholtz en tomo al apa.rato estereotáxico una vez que la paloma se encuentra fija en el

mismo. La disposición de las bobinas de Helmholtz es la siguiente:

¡ El par de bobinas de Helmholtz de menor diámetro (30[cm] de radio, con un em-

bobinado de 2l vueltas), se ubican en forma paralela a un corte sagital de la cabeza de la

paloma, de modo que ambos ojos intercepten el eje que une los centros de las bobinas (eje

N-S en la Fig- 2.19). Esta posición genera un vector campo magnético que coincide con la

orientación NoÍe-Sur geográfica, según la disposición del estereotáxico en el laboratorio.

o El par de bobinas de Helmholtz de diámetro medio (40[cm] de radio, con un em-

bobinado de 27 vueltas), se ubican en forma paralela a un plano horizontal. Esta posición

genera una vector campo magnético que coincide con un orientación vertical. El eje que

une los centros de este par de bobinas debe interceptarse con el eje que une los centros

del par de bobinas del punto anterior en el ojo que se desea estudiar (típicamente el centro

de la región donde se generará un campo magnético relativamente uniforme será en el ojo

derecho de 1a paloma).

o El par de bobinas de Helmholtz de mayor diámetro (55[cm] de radio, con un em-

bobinado de 36 vueltas) se ubican en posición antero-postcrior con respecto a la cabeza

de la paloma. El vector campo magnético generado por el par de bobinas coincide con la

5l
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oricntación Oeste-Este geográfica (eje E-O en Ia Fig.2.19).

La intersección de los vectores campo magnético generados por los tres pares de bo-

binas produce un sistema ottogonal centrado en uno de los ojos de la paloma. Una vez

montado el sistema de bobinas de Hclmholtz, se debe proceder a montar el sistema de

foto-estimulación.

Figura 2.19: Eje óPtico de la Paloma

EI diagrama muestra el eje ópLico de la palo¡la (azLrl) foflnando un ángulo de 6lo coo el eje antelo-posterior

de l¿ paloma. Tlmbién se obser.vt los e¡c defiridos pos dos de los pares de bobinas de Helrnholtz: eje N-s y

eje o-E. cad¡ eje formtdo pot las bollilas de lo cm y 55 cm de radio respcctivarnente. Ubicaldo el otigeu

del sistema onogonal magnetico eu el olo derecho de Ia paloma.

2,3.2.2. Mortaje det sistema de foto estimulación

El montaje de foto-esúmulación consiste en realizar estimulación bajo oscuridad y luz

azul, verde, rojo y blanco. Para la implementación de los estímulos de luz azul, verde y

rojo se utilizaron ampolletas de LED de longitud onda constante, la intensidad lumínica de

1as ampolletas de LED se mantuvieron constantes en todos los experimentos. En el caso de

estimulación lumlnica en oscuridad se realiza manteniendo 1a sala de registro en completa
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oscuridad y pam el caso de 1a utilización de luz blanca se deja entrar 1uz solar (a través de

una ventana) a la sala de registro. Las ampolletas de LED son alimentadas por baterlas.

Para asegurase que la paloma no sea estimulada por estímulos lumínicos o auditivos los

registros son realizados en silencio y el área de registro es cubieno con una cortina negra

para evitar que la paloma las luces de computador o la luz del monitor.

2.4. Análisis de datos.

Dado que 1a estimulación magnética genera respuestas muy pequeñas (si las hay), se

usaron varias técnicas para analizar datos, si se lograba detectar una respuesta asoci.ada al

estímulo magnético más allá del valor de un ruido estadístico.

En relación a su aspecto esencial, el análisis se centró en los componentes lentos de

las respuestas (es decir, no en el análisis de espigas), y se usaron varias herramientas

(descritas a continuación) para ver si la magnitud del componente lento variaba con el

campo magnético aplicado.

2.4.1. Cuantificación de las respuestas.

un problema recurrente en neurofisiología es cuantificar las respuestas neuronales. En

muchas situaciones la cuantificación es simple ya que o aumenta la frecuencia de descarga

de una neutona, o el componente lento (Local Field Potential o LFP) se incrementa en

forma notoria y no hay discusión sobre la existencia de una respuesta asociada a una

estimulación (ver Fig. 2.20). En esos casos no es necesario usar estadÍsticas complejas,

un simple histograma peri-estímukt se utiliza para visualizar la tasa y el tiempo de 1as

descargas de espigas neu¡onales en presencia de un estímulo externo. Este histograma
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sirve p¿ua cuantificar trenes de espigas y er'] cilso de l-FPs la r.nagnitu,J del potencial que

describe la respuesta.

Tie po {S)

Figura 2.20: Estii.milo Vis¡¡l

El grálico presentil un registro de rctividatl ext¡acelula¡ en el Tectum Óptico tluriute estimulrción visual { en

.slc cirso ur punkr de luz ¡¡¡z¿rr¡do el cirirr¡ro ttcelriivo)- Se ve ci.1raü[eútÉ que dt¡r'arte la estirnul¡cirin visua]

se genera actiYid;rd que desaparece cuudo se detiere el estimuio (Linea sobre el registro).

En otras situaciones, sin emb¿irgo, aparecen problcmas cuando la respuesta neuronal

es de magnitud pequeña (fi'ente a la presentación del estímulo) y/o presenta una grarl va-

riabilidad. En c¿rsos como estos, el análisis de una sola respuesta no constituye un método

robusto para deternln¿u si un¿L ncuronii es o no sensible a un eslírnulo. En estos c¿rsos

es neces¿Lrio usnr técnicas estadísticas más comple.¡as que van desde ier prornediación de

señales. h¿rstl usru'técnicas como la ('letenniliación de los intervtrlos de confi¡-nza. Des-

graciaciamente. nuestro trab¿üo de tesis se cnfientó a una de est¿ts situaciones donde las

supuestas respuostas neuronales a 1os campos magnéticos son de b*ja magnitud ¡, gran

vriabilidad, si es q,.re eristen. ACemás ha¡,que li:rcer not¿rr Llue este problema es ya lo

suf,cientemente conocido como para crear un subc¿1lnpo de la estadístic¿r llamada.\Lrm-

Rote stLttisitics (estadísticas substitutas). que us¿i argumentos probabilísticos derivados de

la obtención rle datos ficticios (pero que siguen cierla distribución est¿idístlc¿i) par¿i sabef
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si un evento (por cjerlplo, aparición cle un mírr,imc' en el LFP) del-.,e ser coltsiderado conlo

respuest¿l o como una val'iación norm¿ll de la situación sin estímulo.

Por ejemplo. consideremos la Fig.2,2i que muestra l¿1 respuesta neuronal de potencial

de campo local (I-FP) ante tles situacioncs: oscuridad sin estimulaci(rn mlgnéticir. oscu-

ridad con estimulación rnagnética y luz azul con estimulación magnétic¿. El asunto es

determinar si hay o no respuesta a la estimulación con campo magnético.

¿' 
ttempo (s)

Figura 2.21: D¿rtos l-FP dc 7.5s dc duració¡

Tres registros de LFP baio diferentes condiciones: oscuridad (control) sin y con campo magnético y campo

magnético coD luz azul. La i¡telsidad tofal del campo magnético aplicado es del o¡de¡ tle 0.2 Gauss, apli-

cando un estii¡t¡lo magnético idéntico en c¿rda uno de los regisrros, tanto fara condiciones en osculid¡d y

luz con caflpo magnético- La f¡ecuencias de bl¡¡ido del estímulo magnético es igual a 48 ''ls, generando

r.rn gr'ílico tlr 7.5 r dc thrr¡cirin. Est()s lcgistlos fieron fill¡¡dos ap)icando una ransfo¡¡lada rlc Fur¡ic¡. ob

teniéndose sólo tiecuencias ent¡e {) .100 Hz. Este gráfico muest¡a 1o difícil de iiisc.iminar si es que eriste

una va ación en una señll cuando el animal es esti¡¡ulatlo cor campos magréticos similares al terestre (en

magnitud). Para resoiver si existe o ¡o respuesta hay que usar consideraciores estadísticas.

Una prirnera observación. simple pcro crucial. es que la magnitud de 1a respuesta mag-

néticl (si es qr.re eriste) es fequeña. La obscrv¡,ción cualitatila de cientos de registros

muestra que nunca se produceD. bajo estimulación magnética, las exuberantes ¡espuest¿s

que se observirn siempre e el Tectum bajo estimuiación visual de la retina (Fig. 2.20).
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Pero cl prohlenra es cuantificar l¿l respuesta. Por ejemplo ,lSe deber considerar los e.¡ertos

(*+ ) de la fig 2.22 como respueslas o sólo deben corsiderarse co¡nt¡ vari¿rciones ncirmalcs

cle 1a situación basal ('r')? E,s justamente lo similar-de estas respuest:is 1o que hace difícil

deterrnin¡¿ si hav o no hav respuesias a la estimul¿ción rlagnéticii.

3'' 2 5 
rié¡lpo rs) ¡'Ü 7'J

l'igura 2.22: Datos LFP con posible estimukr

Tres registros de l-FP bajo rliferentes concLjciones: oscuridad (control) sin v con campo nragnéfico y canrpo

magnético con luz a7ul. N{isnros registros presentatlos en la Fig.2.21 . Observandose un even«r bajo estlmu-

lación basal ('r) y también eventos en Oscuridad +CM y luz Azul +CNf (o'i) que se encontrtrían sobre el

99 f, .lel inteNab de conlianza (linea negra) del registro basal. pero eslo Do es sulicientc como para asegurar

que hay un respuesta inagnética, por la variabiiidati de los resultados y lo difícil de asociarlos aun estilnulo
nragnético.

En la Fig. 2.22 se aprecia que en oscuriCaC sin campo nlagnético artificial (oscuriC:rC

-CM). hay una señal ('r) en condición de control. lo que nos muestra la generación de

¿rctividad neural espontánea en el Tecluin óptico sin estimulación. Ahora si observamos

Ios dos registros resi¿intes: oscuridad con un campo magnético artificial (oscuridad +CM)

¡, luz azul con un c¿¡¡-npo magnético artificial (Azul +CM), venros que en ¿rmhos registros

se aprecia una señal (x*). Peto estas señales (**) no varían consider¿ülemente de la scñal
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control (*), haciendo muy diflcil deteminar si corresponden a una respuesta debido a

la estimulación magnética ya que no presentan una correlación visible ion el estimulo

magnético, por 1o que uno tiende a pensar que es solo una repuesta espontiínea del TO.

2.4.2. Diferentes maneras de cuantificar respuestas neuronales.

2.4,2.1, Distribución de Amplitud de LFP.

Una manera de cuantif,car respuestas neuronales es asumir que la magnitud del LFP

es una variable aleatoria y que las características de esta va¡iable aleatoria (promedio, va-

rianza) cambian entre la situación control y e1 experimento (es decir, bajo estimulación

con campo magnético). Por lo tanto un aniilisis de la función distribución de la amplitud

del LFP en la situación control indica con qué probabilidad es posible encontrar la mag-

nitud del LFP en un rango dado. Consideremos por ejemplo la situación basal, es decir en

oscuridad y sin campo magnética (Fig.2.21) un histograma de la amplitud de la respuesta

(Fig.2.23) nos dice cual es la probabilidad de tener señales con una amplitud dada.

Con este dato es posible constmir la función de distribución que nos dice cual el límite

inferior para tener respuestas que sean mayores que el 99 9o en amplitud. Por lo tanto,

una respuesta se puede considerar como "existente" si tiene una mayor amplitud ( 62¡rV,

ver Fig. Fig. 2.23) que este limite de 99Vo. Esta manera de cuantificar respuestas esta

representada en Fig- 2.24, donde se grafican los limites de 99 7o para las mismas señales

mostradas enFíg. 2.27.

Desgraciadamente, el análisis de estás situaciones límites (es decir, donde la respuesta

es inexistente o muy débil) es engoüoso ya que efectivamente existen situaciones donde

la señal está más al1á de1 límite establecido por la estadística (ver los eventos marcados

con *+), pero también existen eventos en la situación basal que tienen amplitudes más allá
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99% distribución dc Prob.
(62 p!'olts)

'o ¿o

.{r¡plir{d LFPlfl-l

F igura 2.23: Histo.qrama LFP

Se (:o[stluyó un histograma de rin registro e¡ oscr.r¡id¡d ¡, en nrsencia cle ün cami]o magnético añiiicial:

dicho regisro fue un LFP de 7,5 seg tie duracitin. En iojo ve os la integral del histograma nomralizacla ¿ 1.

De l¿i dist¡ihucirin de prohabilrdades se pudo determinar que el i¡te¡v¿rlo con 99 % de conñ¡nzl equilale a

un rango de 62pi:- en la señai del I-FP

del limite. Este análisis muestra que no es suficiente que la amplitud sobrep¿se urt cierto

umbral; p¿rra que un evento sea coÍrsiderado una respuesta tL 1a estimul¿lción ma-qnética.

debe tcner una duración mínrm¿ y una morfblogía rlctcrminada. Conside¡-ando cl ar.rálisls

que hemos utilizado, vaque tenemos url interv¿rlo de conflanza de 99 ?á. ocurre que en for-

n.l¿1 espontánea ei I 7c de los puntos de la situ¿ición basal puedeti estar tuera del rango de

acept.tbilidad. Con este núrnero deberxos deterrninar si en l¿Ls situaciones experiment¿ües

la c:rntidad de puntos que sobrepasan ese límite es equivalente a1 1 % de los puntos tot¿lles

(en este caso son 75000 puntos 1, por 1o ianto sólo por azar se .lebe esPerilr qtle 750 de ellos

estén mas allá de los límites mostrados por las líneasJ. Cuando se ¿nalizan los datos de

1:r segunda repetición (Tabla 2. 1). se observa que bajo todas las condiciones de estñrulos

hly un número de repuestas que scbrep;rsan el I ¿/r. Debemos recordar que en el caso de la

condición basal sabcmos que dichas respuestas no son proyocadas por un estímulo mzrgné-
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z ! 
tir,¡po (s)

Figura 2.24: I¡terralo de 99 ?l de confianza

La línea en .ada uno de los 3 regis[os dcliÍ]ila el intervalo de confianza de 99 % obtenido a piütir del rcgistlo

.eaijzado el1 condiciones de oscuridad 1- sin campo magnético (estado b¡sa]). Este caso tiene una amplitud

ne 62 p\,t l,es esle misrno nivel quc se supcrpone cn los legistros en oscu¡idad + campo magnélico ,r' en

los re[is¡ro con luz + campo magnético- Ohservenros que aun si ca¡npo ñl¡gnético exis¡en nive]es de LFP

qu. son de mayor tarnailo que el valor lilnite (línea negra). El asunto cltonces es poder discrimua¡ cuandcr

se esfá freDte a una yerdadera resplesta o cu¡fldo se esfí ftente a un¡ va ación esperad¡ de un pro.eso

ale¡torio.

tico, ya que el rcgistro es iustamente llevado a c¿Lbo en ausencia de estimulo, sigr.rificando

que existe una generación espontánea de repuesta,s. El siguiente problema que surge en-

touces es discnminar. cuando tenelnos respuestas que sobrepasan el I %. si corresponden

a ¿rctiyid¿rd esponlánei o no. Si collsicleralnos que nuestlos erperimentos se 11e\¿in ¿1 cabo

en Lrn anímal vivo, el est¿ldo basal del anim¿l pudo haber cambiado por múltiples razones

por lo que el numero de repuestas generndo espontáneamente puede aurnentar: por ende,

este criterio no es suficiente colllu pnr¿i rLfiflnar si existe o nu respuest¿ls provocad¿ls por

estímulos magnéticos.
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Estimulo N' puntos

Oscuridad -CM 933

Oscuridad +CM 2055

Azul +CM 1450

Crradro 2.1: Respuestas sobre 99 % del intcrvalo de confianza (2/rcp)

La tabla muestra el estímulo magnético aplic¡do durante 7.5s y cuantos puntos en c:1da coDdición de estí-

mulo se encuentran soble el 99 9á de inteNalo de conllanza, Esla tabla corre§ponde a la segunda repetición

realizada. observ¿indose una alta va¡iabilid¡d en los datos obtenidos ya que en la condición de oscuridad hay

una nralor respüesta que en Ia condición con luz.

Consideremos ahora los datos obtcnidos para la primeta repetición, donde sc verifica

la glan variabilidad de las respuestas ya que en la primera repeti.ción (tabla 2.2) todas las

respuestas están baio el I 7c (menos de 750 puntos) y en la segunda repetición (tabla 2.1)

todos las repuestas estiin sobrc el 1 a/c (sobre 750 puntos)

Estimulo No puntos

Oscuridad -CM 630

Oscuridad +CM 747

Azul +CM 494

Cuadro 2.2: Respuestas sobre 99 7. del intenalo de conlianza (1/rep)

La tabla muestra el estímulo magtético aplicado durmte 7-5 s y cuantos punlos en cada condición de esti-

mulo sc encuentran sobre el 99 7. de inteNalo de conilanza. Esta tabl¡ col.responde a la primela rcpetició¡

realizada obserr'ándose. a dit¡r.encia de la tablil aflteúor. que el número dc Iespuestas soble el 1 7. son meno

res en número o se encuelrlran deDf-o de los 750 datos. A pesar de esto, también cs posible obserrar una gran

variabilidad obtenida, destacando que el eStíIDulo qLre presenta el menor númeto de rospuestas por sobre el

intervalo de confianza es precisamerte al aplicar luz Azul +cM (estíllulo que ploduce lepucsta magnétic¡s

\cgún Sem¡n y Demaine).

Ahora consi.deremos los datos obtenidos en la tercera repetición (tabla 2.3): se observa

que la mayoría de las repuestas está bajo el I 6/o.

Nucvamente en csta serie de datos t.lo es posible afirmar nad¿r acelca del comportamien-

to de las respuestas, ya que si se observan los nueve [egistros en conjunto no es posiblc

encontr una correlación entre los datos que pueda describirse como reproducible'



CAPÍTULO 2. MAIERIALES Y MÉTODOS 6t

Estimulo No puntos

Oscuridad -CM 226

signifi cativo Oscuridad +CM 149

Azul +CM 944

Crradro 2.3: Respuestas sobre 99 % del intervalo de confianza (3/rcp)

La tabla muest.a cl estímulo magnético aplicado dulalrte 7.5 s y cuanto§ puntos ell c¡da coDdición de esti-

¡tulo sc encuentrar sobre el 99 olc de irtenxlo de corrliaDza. Esta tabla colresponde a la tercera repctición

¡ealizada. observándose sólo eD un cstimulo uo oúmero de l'espuest¿s mavol al 1 7¿ (Azul +CM). Este tipo

de repuesta se detectri en sólo una de las tres repeticiones. lo que no cs sullcientemente signilicativo como

pala afiüDar que en presencia de luz azul + CM ilay repuestas al estimuio lrag¡rético

Después de observar los datos obtenidos en una serie de registros completos par-a un

estímulo ma,qnético. podemos deciÍ que no hly ninguna respuesta clara que se detecte er.I

función de estímulos magnéticos. lcl que nuevamente nos rluestra la gran variabi.lidad de

las datos obtenidos.

2.4.2.2. Las repeticiones

En los argumentos anteriores no se ha considcrado las repeticlones de los experimen-

tos. En la Fig.2.25 se observa el mismo patr'ón de estimulación repetido para otras dos

prcsentaciones de rcsultados. En cstus nuevrs repeti(iones es posible ver la variabilidad

de la lespuesta. pero aun uo es posible designar una respuesta como positiva, cs decir, c¡.re

más de un 1 7o de los puntos estén mas allá del tango dcfiniclo por Ia variable aleatoria de

la respuesta en osculidad.

Durante el proceso de obtención de datos se lealizaron 3 repeticiones de cada regis-

tro aplicando un mismo estÍmulo magnético. Este procedimiento ftle estándar durante el

desarrollo de toda la tesis.
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D¿tos L¡'P

2 : ri".po {s) s'., - '

Figura 2.25: Repcticiones de ur rcgi§lrú

E1 grÍlico muestro rres lelteti.io[es ton¡adas en un registto de ].5 seg, en condiciill basai {oscuridad sin

callpo tnilgnético exiemo)- Lo qr¡e se aprecia en la' rcpetJciones es que en cl rcllistro inltlior del griirlicr-, se

apreciarl respuestls espontáneas de apttrxitnodantente I ) -l seg de dtlración En el regist¡o del medio sólo

se obse¡r'¿ actividacl espontánea en 5.5 seg. En el regjstro superior flo se apreci¡ actividad esponláflea. Esto

!.atifica la variabiiidad de loi registros en os.udd¿id, lo que se repite tambiétr cn múltiples condiciones.

2.4.2.3. La envolYente

Un tipo de anáiisis que se hir usado oon bastanle frecuencia p¿lra ev¿rluar respuestas

neuronales es el análisis de la envolvente de 1as señales. Eiemplos del uso de este tipo de

análisis son 1a electromiogratí:t ,r el esiudio de actividad coil;cal cercbral.

En nuestro caso, para calcul¿rr la envoh'ente de un registro 1o primero que se hizo fue

sacar un prornedio de las seña1es LFP para un misfllo estímulo magnético. LIna vez obte-

nicla ia promediirción se aplic¿r la h'anstbnnad¿i de Hilbert. ia que nos pel'mite obtener la

envolvente clc un registro, como se visualiza en h Fig. 2.26. LJna vez calculada la envol-

vente. el procedimiento estándr es calculilr el histogfama, cOn el cual podemos determitliu

el intervaio tle conlianza tle 99 % cotlo se muestra en la t'ig.2.23.
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Ilistogram¿ v trnvülve{te ()sc (rep/z)

i.. 2.s t.ietilpo (s) 5.C 7.¡

Figura 2.26: Enrolr,ente e Histogranra

El registro en rojo representa un LFP en condiciones de oscuridad sin campo I n rg nehco, ) \u fcrlue\ro r este

regisiro observamos en negto 1a enlolvente- En la parte superior del grá1ico vemos el histograma calculatlo

partjr de I¿ envolvente.



RESULTADOS

Los resultados de esta tesis se agrupan de acuerdo al tipo de p¡otocolo de anestesia

usado (Uretano, Ketamina-Xilacina y paloma Despierta) como también a1 tipo de estimu-

lación foto-magnética aplicada las cuales fueron los siguientes:

. Primer Estlmulo (Estimulación uniplanar lenta). Se genera un vector campo mag-

nético artificial de modo que su suma con el vector campo magnético terrestre, ge-

neraba un vectol campo magnético total cuyo piano de barrido esta contenido en

un plano magnético vertical que interceptaba el campo receptivo de las cé1u1as en

estudio ver Fig. 3.1-A, la velocidad de barrido empleada vario desde 3 a 48 o/s. Esta

estimulación magnética se acoplaba a varias condiciones de foto-estimulación las

cuales eran oscuridad, azul, verde, rojo, y luz blanca, cuya intensidad en Lux fue 5,

77 , 130,73 respectivamente. La ejecución completa de una secuencia de estimula-

ción tomaba varias horas, muchas veces comparamos esta estimulación magnética

64



CAPÍTULO3. RESULTADOS

con unÍl segurrda estimulación magnótica sin]ilar a la a la recién descrita, donde

el plano del scgundo estimulo magnetico era ortogonírl al primero, es decir no se

interceptaba e1 campo receptivo.

Segundo Estimulo (Estimulación multi-planar lenta). Este tipo de cstimulación mag

nética es similar a la estimulación ur.tiplanar-con Ia Ítnica diferencir que 5e gcneta-

ron estímulos en múltiples planos verticales. Dichos planos no siempre contenían al

campo recepti\¡o de las células estudiade, Fig 3.1-8. Este tipo de estimulación solo

se pudo llevar a cabo cn algunas ocasiones por el largo tiempo que esto implicaba.

Tercer Estimulo (Estimulación uniplanar rápida). En este caso se gc ero unl osci-

lación de la componcnte vertical dcl vector campo magnético artilicial (32 Hz) dc

modo que la suma con el vcctor campo magnético terrestre. generara una oscilación

del vector campo magnético total (la oscilación solo se realizo entre +/- 20o. dichtl

ángulo fue medido con respecto al eje Horizontal en el plano vertical) contenida en

un plano vefiical que interceptaba el campo receptivo de las células en estudio Fig.

3.1-C. La idea era rcplicar el movimienlo producido por las oscilaciones sacadicas.

Cr:arto Estimulo (Estimulación multi-planar horizontal lenta). Este tipo de estimula-

ción magnética es similar a la estimulación multiplanar con 1a única diferencia que

se generaron estímulos magnéticos en el eje vertical (campo visual), ver Fig 3.1-D.

Este tipo cle estin.rulación no siempre se pudo llevar-a cabo por el largo tiempo que

esto implicaba.
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a)

C)

Figura 3.1: Estímuk:s Magnóücos Artificialcs

En este rliagrarna se presentan los cuatr,, rstirrLlli's m¡gnetlcos aphc,rdos duianle el desa¡roiio de esta tesis.

Los estímulos A y B tienen 1tr ciuacterística común dc quc cstimulo magnético comicnz¿ en el eie vertic¡l

su¡erior'(flecha azul), barre i600 y Yol\.iendo a su posición originál- El eslinrulo C solo se aflico en el campo

receptiyo visual de la palcxla. El estinrulo D es sinriia¡ al estimulo B con la tlife¡encia de que el estimulo

comietrza en Ia posición sobre la esfera definida por el experimentador, Esta posició[ típicamenre fue sobre

el c¿rmpo receptjvo visual (que se utljcaba en 1a mayoría de los registros cerca del eje X ).

Los registros extracelul¿rres realizados en el'I'(), se realiz¿uon en tres proi'undidades

(capas) que pueden ser car¿lcteriz¿rdas de la siguiente forma;

Superficial +-'300 /rrl

intermedi¿r ..+ -550 /¿¡n

profunda +-"800 //7]¿

Cad¿r un¿r de las profundidades presenta un registro extracelular car¿lcterístico, asocia-

clo ¡1 tipo de células neuronales que ahí se encuentren. por ej: en Ia ca¡ras ,superficiales

encontramos actrvidad a asoci ad¿ ala paintbntrá esta actividad decrece considerablemen-

te en 1as capas intermedias y en las capas mas profiu.Iclas del Tectum óptico. Esta actividad



CAPÍTULO 3. RESUIjIADOS

se ve reemplazada por otra población neuronal como sou las TGC. Adicionalmente se

hicieron registros en el núcleo del tegmento Istmo pars parvocelularis (Ipc).

En todas las situaciones experimentales los experimentos fueron repetidos tres veces,

secuencialmente y no al azar.

Posteriormente las respuestas de los distintos registros realizados fueron normalizadas

entre 0-1 y se les asigno una escala de 10 colores. De esta forma coloreamos el camino re-

corrido por el campo magnético sobre una esfera, pala poder relacionar la posición relativa

del estimulo magnético en el campo visual del ojo derecho de la paloma con sus respuestas

en el Tectum óptico Izquierdo. Siendo el color azul de la escala de colores (asignada a la

normalización del estimulo) asociado a una respuesta pequeñas y el rojo a una respuesta

grandes, de gran amplitud. La evalu¿ción de la magnitud se hizo con los métodos de la

sección de métodos.

3.1. Uretano

La palomas anestesiadas con Uretano (N=5) en las cuales solo se utilizó un electlo-

do de un único canal. Los primeros registros de esta tesis se realizaron aplicando uretano

como anestésico. Realizándose registos tanto en el Tectum Derecho como en el Izquier-

do.Semm y Demaine I 19861 usaron uretano en sus experimentos.

3.1.1. Tectum Optico Derecho

Para los registros en el TO derecho solo se utilizó una paloma común. El experimento

se llevo a cabo variando solo la componente vertical del campo magnético artiflcial, para

lo cual se oriento el estereotaxico de tal forma que el eje antero - posterior de la cabeza
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de la paloma, quedara en una posición ortogonal al campo magnético terrestre. Se uúlizo

esta disposición de1 estefeotaxico porque aun no se contaba con 1a implementación defi-

nitiva del sistema ortogonal de los 3 pares bobinas de Helmholtz (so1o se contaba con dos

pares de bobinas de Helmholtz, cuya disposición espacial en la sala de registro nos per-

mitía generar un campo magnético artif,cial en un plano vertical). La dirección del campo

magnético artificial generado se dispuso de tal manera que fuera co-planar con el campo

magnético terrestre de tal modo que e1 plano generado entre el campo magnético terrestre

y el campo magnéüco artificial fuera vefical, de esta manera nos fue posible reprodu-

cir un campo magnético total (campo magnético artif,cial + terrestre) similar al utilizado

por Semm y Demaine [1986] en su trabajo original. Así mismo se logró que el campo

magnético total atravesara el campo visual de la paloma.

La estimulación magnética que se aplico a la paloma consistió en la inversión de la

componente vertical del campo magnético artif,cial (30, 60, 90 seg.) aplicando un campo

magnético artificiai (aproximadamente 0.2 gauss) y la foto estimulación aplicada fue de

luz azul, blanca y en oscuridad.

con este protocolo de anestesia se realizo un registro extracelula¡ con un electrodo

simple en tres profundidades del TO (superflcial, intermedio y profundo).

Los resultados obtenido bajo esta condiciones fueron negativos en todas las condicio-

nes descritas anteriormente, no se encontfó ninguna relación aparente entre las respuestas

de1 TO y la foto-estimulación magnética aplicada.
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3.1.2. Tectum Optico lzquierdo

Para los registros del TO lzquierdo se utilizaron 4 palomas comunes.

Los dos primeros registros realizados en el TO izquierdo utilizaron Ia misma confl-

guración experimental que los registros realizados en el TO derecho.

' En las dos palomas restantes se varió considerablemente el sistema de estimulación

foto-magnética aplicada. Se utilizaron tres pares de bobinas de Helmholtz formando

un sistema ortogonal entre ellas y se utilizo un sistema de foto- estimulación que

permitía aplicar luz aztl, roja y verde (también se ¡ealizaron registros en oscuridad

y luz blanca). Es este montaje de estimulación foto-magnética el que se aplicara

durante todo el resto de experimentos en esta tesis. La estimulación magnética apli-

cada a este par de palomas esta representado en la Fig.3.1-A, B. En este caso las

capas registradas de TO corresponden a las capas superficial e intermedia.

Los resultado obtenidos en esta fase de experimentos fue negativo para las dos palomas

registradas en el TO derecho. Para Ia tercera paloma los resultados obtenidos fueron posi-

tivos a estimulación magnética, el estímulo magnético aplicado fue distinto a los r:stímulos

de la Fig.3.1, debido a una falla en la programación. Resultando un estimulo magnético

como se ve en la Fig 3.2-A. En la figura se ve una respuesta (posible respuesta) cuando

el estimulo magnético pasa por el campo visual del ojo estimulado. Este resultado fue re-

petido como todos los registros 3 veces pam cada condición, pero el resultado favorable

solo pudo ser reproducido un par de veces en Ia misma paloma. Al cambiar Ia paloma el

resultado favorable obtenido anteriormente no pudo ser reproducido, y al corregir la falla

en Ia programación de1 estimulo magnético (estimulo magnético generado según el proto-
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cob Fi-c.3.1-B) se produ.¡eron respuestas negati\¡a x estímulos magnéticos bajo las mismas

condicir¡nes de lbto-estimulacrón y vek¡cidad del estimulo magnético.

B)

Figura 3.2: Respuestas del TO con cstimulaci(rn magnética y ancstcsia (ureuno)

A) Nluesfra la presentación de los resultados ohtenidos donde se obseLva una ¡espuest¿ posiliva a estimula

ción magnética bajo iuz azul y verde, donde r¿imbiér se iiprecia que el método de estimulación no coi¡cide

con los descdtos en la Fig. 3-1, debiCo a un enor de progranación. La escala de colo¡es muestra respuestas

nragnéticas en to¡os desde el verde a] rojo (nlayor concen[ación en yerde ) y una escasez de respueslas en

color azul. B) Muestra la orienlación de los e¡es e¡ turción ile Ia cabeza de la paloma.

3.2. Ketamina-Xilacina

Las palomas anestesiadas con Ket-Xil fueron 12 en to1al, todas palomas cornunes. A

pesiu que los experimentos realizados por Sernm y Demaine [1986] utilizaban Uret¿mo co-

mo anestés:ico. ser decidió calnbiar a un¿r mezcl¿r de Ket-Xil (ya que la experiencia colectiva

dei labontorio ¿ mostrado quc este anestésico presenta me.iores concliciones p:ra los re-

gistros cxtracelulares en dif'erentes núcleos cerebrales.). Estos experimentos se llevaron ¿t

cabo en el TO izquierdo. Las condiciones de estirnulación foto-rnagnélrca fueron llevas a

t0

Vetde
z

t

Azul
z

t
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cabo con el montaje del sistema descrito en la sección anterior (Ufetano- TO izquierdo),

un sistema ortogonal formado por 3 pares de bobinas de Helmholtz (campo magnético

aÍincial en cualquier dirección) y el sistema de foto estimulación de tres colores (azul,

verdc, rcio).

Se realizaron tres repeticiones del estímulos magnéticos con una velocidad constante

que eran 3, 4,6, 12,24, 48'/s para cada una de las distintas longitudes de onda antes

mencionadas.

En esta serie de experimentos se utilizaron tres configuraciones de esfmulos magnéti-

cos: estimulación uniplanar lenta, estimulación multiplanar lenta y estimulación multipla-

nar horizontal lenta.

3.2.1. Estimulacién uniplanar lenta

Se utilizaron 5 palomas en la estimulación multiplanar lenta, ver Fig. 3.1-A. Reali-

zando tres repeticiones por cada foto-estimulación (azu1, verde, rojo y oscuridad) y a tres

profundidades distintas superficial, intermedia y profunda. La velocidad de estimulación

f\eron 6, 12,24, 48 "/s. Bajo estas condiciones de estimulación no fue posible encontrar

ningún tipo de respuesta atribuible a estímulos foto-magnéticos, ver Fig. 3.3.

3.2.2. Estimulación multiplanar lenta

Se utilizalon 10 palornas en la estimulación multiplanar lenta, ver Fig. 3.1-8. Reali-

zando tres repeticiones por cada foto-estimulación (azul, verde, rojo y oscuridad) y a tres

profundidades distintas superficial, intermedia y profunda. La velocidad de estimulación

fueron 3, 4, 6, 12,24, 48 o/s, estas velocidades no siempre se reallzaron todas en el mismo

experimento debido a 1o largo del proceso. Bajo estas condiciones de estimulación no fue

posible encontlar ningún tipo de respuesta atribuible a estímulos foto-magnéticos.

1l
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Figura 3.3: Rcspucstas del TO con estimulación magnética y ancstcsia (Ket-Xi1)

En el ligura se aprecia una estimulacitin uniplanif lenta. En la Fig. A se aprecia el e¡e positivo X e Y y en

la Fig. B el lado opuesro del estímulo de la Fig. A se ve una estintulación en ios ejes negativos X e Y. El

color azul re¡resenta ia ausenciii tle respuestas en ei TC) y eJ rojo 1a presencia de respuesras en e1 TO. Como

se aprecia en la estimulaci(in completii llriíctjc¡mente no hay respuest¡s asociades a esfímulos magnéticos v

las pocas respuestas que se aprecian se pueden asociar es estirnuiación basal del TO.

3.2.3. Estimulación multiplanar horizontal lenta

Se utilizaron 2 palomas en la estimul¿rción multlpianar horizontal lenta, ver Fig. 3. l-D.

Realizando tres repeticiones por cada fbto-estimulación (azul, verde, rojo y oscuridad) y

a tres profundidades en el TO: superf,ciai, intelmedia y profunda. La velocid¿rd de esti-

mulación fueron 6. 12..21, 18 "/s. Baio estas condiciones de estimulación no fue posible

enconffar ningún tipo de respuesta atribuible a estímulos foto-magnéticos.

3.3. Palomasdespiertas

Las palomas registradas sin anestesia fueron 6 de las cu¿rles 3 ertrn palomas cor¡lultes

(en dos palomas se registro el TO izquierdo y en una el Ipc derecho) con un clectrodo de

un único cantil y -3 palomas mensajeras a las cu¿rlcs se ie registro el TO izquierdo utilizando

electrodos de un único canal y multicanales.

A
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3,3.1. Palomas comunes

En dos paiomas se registro el TO izquierdo y en una el Ipc derecho en ambos casos

se estimulo el ojo contralateral. El protocolo de estimulación magnética fue aplicando una

estimulación uniplanar lenta y multiplanar lenta (ver Fig. 3.1-A, B), con velocidades de

estimulación que fueron: 3, 4, 6, 12,24, 48'ls para registros en ei TO y 12' 24' 48'/s para

el registro en el Ipc; durante un experimento no es recomendable aplicar todo el rango

de velocidades de estimulación por lo extenso que seria el experimento. Esto estfesaria

a las palomas ya que se encuentran sin anestesiada, durante los múltip1es experimentos

realizados. Todos estos experimentos fueron realizados con un elechodo de un único canal

a tres profundidades distintas en el TO (superflcial, intermedio y profunda) en el caso del

Ipc solo de pudo registrar a una püa profundidad ya que la paloma se encontraba con

un electrodo fijo. La foto-estimulación fue idéntica a la estimulación aplicada a palomas

anestesiadas, aplicación de luz azul, verde, rojo y en oscuridad.

Bajo toda esta amplia va¡iedad de condiciones de estimulación foto-magnética y en dos

núc1eo de la vía tectofugal no se encontró respuestas atribuible a la estimulación aplicada.

3.3.2. Palomas mensaieras

En 1as 3 palomas mensajeras se registro en el TO izquierdo, pero 2 de ellas fueron

registradas con un electrodo de múltiples canales y la otra paloma con un electrodo de

un único canal. El protocolo de estimulación magnética fue uniplanar lenta, multiplanar

lenta y multiplanar rápida (ver Fig. 3.1-A, B, C)' Las velocidades de estimulación fueron:

3,4,6, 12,24,48'ls, y durante un mismo experimento no es ¡ecomendable aplicar todo

el rango de velocidades pot lo extenso que seria el experimento y esto estresafia a las

palomas. Todos estos experimentos fueron realizados con un electrodo de un único canal

13
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a tres profundidades distintas en el TO (superficial, intermedio y profunda) en el caso del

Ipc solo de pudo registrar a una sola profundidad ya que la paloma se encontraba con

un electrodo fijo. La foto-estimulación fue idéntica a la estimulación aplicada a palomas

anestesiadas, aplicación de luz azul, verde, rojo y en oscuridad.

Bajo toda esta amplia variedad de condiciones de estimulación foto-magnética y en

dos núcleo de la vía tectofugal no se encontraron respuestas atribuibles a la estimulación

aplicada.

3.4. Resumen de experimentos efectuados

La tabla 3.1 resume todos los experimentos realizados durante esta tesis. Es conve-

niente subrayar desde ya el significado de la ultima columna (cantidades de respuestas

con una posible sensibilidad magnética) en efecto después de regishar 90 unidades en 23

palomas en múltiples condiciones de anestesia y estimulación foto-magnética solo se ob-

tuvo una putativa respuesta magnética. Este resultado contrasta fuefemer.te con el70 Vo de

respuesta de sensibilidad magnéticas descritas por Semm y Demaine t19861. A continua-

ción haremos un desglose de esta tabla condición por condición explicando los distintos

protocolos de estimulación y detalles necesarios para llevar a cabo estos experimentos.

A 5 de las palomas comunes se le aplico Uretano como anestésico, haciendo regis-

tros extracelulares en ambos hemisferios del TO, utilizando un electrodo simple, de las

cinco unidades registradas bajo uretano solo en una se registro una posible sensibilidad

magnética (TO Izquiedo). A 12 palomas comunes se 1es aplico Ket-Xil como anestési

co, registrando solo en el TO izquierdo (con electrodo simple) sil encontrar sensibilidad

magnética (se registraron 12 unidades). Y bajo una condición sin anestesia, se utilizaron

un total de 6 palomas, tres de ellas palomas mensajeras, en esta parte de los experimentos
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se utilizaron dos tipos de electrodos un electrodo simple y un elecnodo de 16-canales. Los

registros con este protocolo fueron realizados en el TO izquierdo (Liedvogel y col. [2007],

Wiltschko y col. [2002]) y también se utilizaron 3 palomas comunes regisüando en el TO

izquierdo y en Ipc derecho (utilizando una paloma común previamente instrumentada pata

registro crónico del Ipc como parte de otr-o protocolo experimental del laboratorio), en los

registros de palomas sin anestesia se registraron 73 unidades sin encontrar sensibilidad

magnética .

RESUMEN

Cuadro 3.1: Tabla Resumen

Para el desar¡ollo de esta tesis se usaron 20 palomas comunes y 3 palomas mensajeras en las cuales se rea-

Iiza¡on registros extracelulares de 90 unidades efl el TO y el Ipc. las condiciones de rcgistlo era iurestesiada

o consciente. Donde se ve quc en solo una de las 90 unidades registrad¡s pareciese que hay una respuesta a

estímulos magnéticos. Dicha respuesta puede deberse a la variabilidad estadística (ver Fig. 3.4)
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TIPO DE

PALOMA

ANESTESIA I-tIGAR DE

REGTSTRO

TIPO DE

ELECTRODO

UNIDADES UNIDADES

N{A.CNETOSENSIBLE

:l N()RMdL TIRETANO TECTUM IZQUIERDO l.CANAL I I

1 NORIIIAL URETAt.-O TECTU}I DERECHO I.CANAL 1 0

I2 NORMAL KET,XIL TECTUM TZQUIERDO T.CANAT, t2 0

2 NORNIAL DESI'IERTA TECTT]]\I IZQUIIRDO I.CANAL 6 0

I NOR\IAL DT]SPIERTA IPC DERECHO I.CANAL I 0

I MENSAJDRA DESPIERTA TECTUM IZQUIERDO I.CANAI, 6 0

2 N{ENSAJER-{ D¡]SPIERTA TI]CTUM IZQLTIERDO l6.CANALES 60 0

2] PAI,O}IAS 90 I
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A contínuación se presenta un g áflco Fig. 3.4 que nos muestra la variabilidad de los re-

sultados obteniendos en un registro con un electrodo de múlti-canales, lo que nos permitirá

tener una idea de cuan variables son 1os registros extracelulafes tomando tres repeticiones

en la misma posición y profundidad del To aplicando una estimulación foto-magnética

(luz verde). El gráflco presenta la promediación de la actividad del To que podemos con-

siderar como respuestas para un solo registro.

x=7.5 seg

1x 2x 4x Bx

Velocidad relativa de barrido del campo magnético

't6

700

§ 600

* s00
I
€ 4oo
.s

! :oo

Id 200

100

0

Figura 3.4: Variabilidad de lo Resultados

El $áflco muest¡a el prcmedio de acúvidad oeuronal por electrodo y su rcspectiva de§viación estándal

bajá estimulo foto-magoético (luz verde). Realizado en el TO izquierdo, en un paloma despiefta y con el

etectrodo de 16 canales con 3 a 5 repeticione§ por e§tlmulos, utilizando velocidades de barrido del campo

magnético 7.5, 15, 30 y 60 seg. y una estimulación ma$rética unipolar plana Obserya¡do que para registos

de ina duración mayor a 7.5 seg, la desviación e§tiíndar es aproximadamente del 30 7o del promedio y para

registros de duración igual a 7.i seg. la desviación e§tárdar es de aproximadamente 50 70. del promedio. En

loimug"n u"mos 
"orl1o 

aumeüta el p¡omedio de actividad en cada electodo a medida que aumenta el tiempo

de registro manteniendo la desviación e§t'ándar eu un 30 7o del promedio aproximadamente



DISCUSION

Como se afirmó en Ia introducción descubrir los mecanismos neurofisiológicos que

explican la magnetorecepción en aves es un tema muy impomante, ya que se sabe que

las aves tienen sensibilidad magnética pero hasta el momento no se conoce cual es el

mecanismo de detección, ni su tlasfondo neurofisiológico.

En 1986 investigadores (Semm y Demaine [986]) describieron que un 70Vo rJe las

unidades tectales tenían sensibilidad magnética con una razón señal-ruido alta (aprox.

20), y es gracias a este resultado que el trabajo de Semm y Demaine [1986] a sido citado

innumerables veces ya sea en el contexto de demostrar que las aves tienen sensibilidad

magnética o en forma mas acotada, para sostener que el mecanismo magnético esta basado

en el criptocromo.

A continuación se presenta la lista de los 78 rabajos que citan a Semm y Demai¡e

hasta la fecha ordenados alfabéticamente:

Ahmad y col. [2007], Azanza y Del Moral [1994], Beason [20051, Beason y col. [1997],
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Bingman y col. [1988], Brasel y col. [2007], Burger y col. [2010], Cain y col. [2005a,b],

Deutschlander y col. [1999], Edmonds [1992, 1993, 1996], Finney [1995], Fischer y col.

[2001], Gegear y col. [2008], Heyers y col. [2010], Johnsen y Lohmann [2005], Jorge y

Vicente [2006], Leucht [1990], Liboff y Jenrow [2000], Lohmann y Lohmann [1993], Mai

y Semm [990], McKay y Persinger [2005], Mehlhorn y Rehkamper [2009], Mouritsen y

Ritz [2005], Mouritsen y col. [2004], Muheim y col. [2002,2006], Nemec y col. [2001,

20051, Olcese y Hurlbut [1989], Olcese y col. [1988a,b], Partch y Sancar [2005], Phi-

llips [1996], PhiIips y Borland [1992a,b, 1994], Phillips y Sayeed [993], Phillips y col.

[2010], Picazo y col. [1993], Ritz y col. f2000,2002), Rowe [1999], Schneider [1995],

Semm y Beason [990a], Stehle y col. [988], Taube [1998], Thoss y Bartsch [2003],

Thoss y col. [2000, 2002], Tian y coi. [2007], Vargas y col. [2006], Walcott y col. [1988],

Wallraff y Sinsch [1988], Wang y col. [2007], Wiltschko y col. [2008, 2010], Wiltschko

y Wiltschko 11995,2002,2005,2006,20071, Wiltschko y col. [1993, 1994,2004, 2006),

Wu y Dickman [2011], Yano y col. [1996]

Sin embargo, una forma mas comoda de visualizar las citas de Semm y Demaine [986],

es ver como varia el numero de citas por año (Fig.4.1).

Como se explicó en la inroducción es poco aceptable que un trabajo con tantas im-

plicaciones no haya sido nunca replicado y solo haya sido citado. Es por este motivo que

esta tesis es la primera tentativa de replicar tales resultados de manera controlada, usando

distintos protocolos de anestesia y va¡iedades de palomas; electrodos de un único y multi

canales; distintos protocolos de estimulación magnética, contando además, con mecanis-

mos de control (tales como la medición milisegundo a milisegundo del campo magnético)

que no tenía el trabajo original. Por lo tanto esta tesis aumentó e1número de variables que

pueden controladas con precisión.

A pesar de las múltiples va¡iables que se incorporaron y controlaron en esta tesis, los

resultados solo mostraron que aproximadamente un 1% de unidades tectales son sensi-
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B;l ,, ¿i:l:'l ¿llr:ri 2.'r la
Año

Figura 4.1: Citas a la fccha

Fin el gr.áfico se ohse¡va eomo evoluciona el perti I teñllcral de l¿s citas del ¡rper de Semm y Demaine

(Semrl y Demaine [1986]l descle 1988 a 2010. Todas l¡s ci¡as son piüa atirr¡ar que en TO de las aves

existen claruS rcspuestas magnéticas. Hay que hacer notal que en el periodo 2000-2010 el promedjo de

citaciones en neu¡ociencia cle traba.jos publicados en EEULI, Inglatelra, Alenania. Canadí y Japrin iuc de

22 citas por trahajo. El trabajo de Senm cn ese periodo recibió -17 citas 1() cual es notable para un trabaio

plblicirdo en 1936. En otras plrlablus el trabaio de Sel'Dol y Dem¡ine es un trabaio lnuy citado.

bles a1 campo magnético, resultados que .listan bastante de1 70 t/o descrito por Semm y

Demalne [9116]. este bajísimo porcentaje puede ser explicado por el método estadístico

de evaluu tespuestas. Nuestros resultados fuerzan a }il conclusiól que los experimentos

originales de Semn y Demaine sufiieron de algún problema er su ejecución.

En efecto. ¿,como explicar la discrepancia tan gralde entre sus resultados y ios aquí

expuestos? Esta discrepancia no pueale ainbuirse al simple protocolo experimental de la

auestesia; nosoilos usa los utl¿1 variedad de palomzLs íc¡t¡unes y Inensajeras), rIlúltiples

anestésicos c incluso animales clespiertos. Es por este motivo que podelnos afirmar que

explofarnos sislemáticamente el universo de va¡iables asocia.las a 1a anestesia y a 1a va-

ried¿l.l de palomas. Debido a los antecedentes recién mencionados no atribuimos que la

dil-erencia entre ambos estudios se deba a untr aplicación inco[ecta de los protocolos de

anestesia (uretano, ketamina-rilacina y sin uestesia), debido a 1a vasta experiencia co-

lectiva clel l¿Lboratorio de biología del conocet en 1¿l aplicación de diversos protocolos de

anestesi¿l utilizados en el registros extr¿rceluiares en palomas.
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Respecto a los protocolos de estimulación magnética aplicados en esta tesis, dif,eren

enormemente del único protocolo aplicado por Semm y Demaine [986] (donde la com-

ponente vefiical del campo magnético se vario entre -620 y 62o entorno al eje horizontal a

velocidades 1- 2 o/s), debido a que en esta tesis aplicamos cuatro dif'erentes protocolos de

estimulación magnética (refelirse a Cap. resultados Fig. 3.1) con velocidades que variaban

entre 3 - 48 o/s, midiendo la intensidad, dirección y sentido del vector campo magnético

en cada instante.

Una posible explicación para la discrepancia entre nuestros resultados y los de Semm

y Demaine se puede deber a Ia manera en que como Semm y Demaine hicieron sus ex-

perimentos. Aparentemente muchas de las ¡espuestas positivas asociadas a campos mag-

néticos se lograron moviendo un imán de herradura cerca de la cabeza de la paloma, este

hecho demuestra que los investigadores no considelaron lo exquisitamente sensibles al

movimientos, que son las células tectales y por lo tanto es posible que muchas de las res-

puestas repofadas fueran falsos positivos debido a estimulacíón visual. En otras palabras,

una posible explicación para la discrepancia entre los resultados es que Semm y Demaine

no hayan tomado las debidas precauciones par-a evitar que su sistema experimental esti-

mulase las células tectales de modo visual y no magnético. Hay que hacer nota¡ que Semm

y Demaine eran investigadores del magnetismo y que tienen numerosas publicaciones en

este tema, pero no así en el sistema visual de aves, entonces hay un pregunta que debemos

hacernos.

¿Porque estos experimentos no han sido repetidos antes? No deja de sorprender que

haya pasado un cuarto de siglo sin que estos experimentos fuesen replicados. Creemos

que 1a falta de conflrmación de estos expelimentos se puede interpretar, como un escaso

número de gupos de investigación alrededor del mundo que combinan la experiencia

en registros electlolisiológicos tectales y la infraestruch:ra para llevar a cabo los registros

bajo campo magnéticos artificiales. Sin embargo, en el Laboratorio de Neurobiología de la

80



CAPÍTULo 4. DISCUSIÓN

Facultad de Ciencia de la Universidad de Chile, dada la experiencia colectiva en registro

en aves, mas nuestra capacidad en el campo de la instrumentación, somos de los pocos

grupos calificados para hacer estos experimentos en la actualidad.

En conclusión nuestros resultados sugieren, considera¡ además de las condiciones de

registro de Semm y Demaine, que la existencia de neuronas magneto sensibles en el tectum

óptico debe ser re-evaluada.

Carencia de respuesta en Ipc

PaÍicularmente relevante para entender la discrepancia son los resultados negativos

al registrar el Ipc en palomas despiertas. EI Ipc es un núcleo donde residen mecanismos

atencionales encargados de discriminar distintos tipos de estimulos, visuales o auditivos,

contenidos en cada instante perceptual (Marín y col. [2005, 2007]).

Por lo tanto, uno hubiese pensado que la magnetorecepción al ser un mecanismo que

permite la navegación y orientación de las aves, principalmente en procesos migratorios,

debería tener un fuerte carácter atencional, ya que en los proceso de migración la paloma

debe ser capaz de discriminal entre múltiples estímulos (visuales y auditivos) que se le

presenten.

Respuestas magnéticas en el tectum óptico

A pesar de nuestros esfuerzos por encontrar las exuberantes respuestas descritas en el

TO por Semm y Demaine [1986] no nos fue posible encontrarlas. Pero no podemos afir-

mar aun que TO no es sensible a estímulos magnético. El bajo porcentaje de éxito (f Vo)
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en encontrar sensibilidad magnética en ei TO nos hace suponer que de existir sensibilidad

magnética esta debe sel de una amplitud muy pequeña, de modo que solo sean observable

bajo riguroso análisis estadístico. Entonces de existir estas rcspuestas a estímulos magné-

ticos de baja amplitud en el TO, no significaría una validación de uno u otro modelo de

magnetorecepción en aves, debido a que los dos modelos principales de la magnetorecep-

ción proyectan al TO.

Como ya lo hemos mencionado muchas veces durante el desarrollo de esta tesis, exis-

ten dos modelos principales de magnetorecepción (la magnetita y el foto-magnético), don-

de el modelo foto-magnético plantea que las vías de transmisión de las señales magnéticas

son a través del nervio óptico el cual se comunica principalmente con el TO y si a esto le

agregamos que el TO se caracteriza por procesar señales en su mayoria del sistema vísual,

se tendería a pensar que el TO se asocia al modelo foto-magnético.

Pero también existe la posibilidad que las señales magnéticas que llegasen al TO lo

hicieran mediante una vía indirecta, donde el nervio tdgémino proyectaría a los núcleos

trigeminales y posteriormente al TO (tal como ocure en las vías de detección de calor

de las seryientes (Berson y Hartline [1988], Newman y col. [1980]). Para hacer todo mas

complicado, dado que el tectum óptico recibe un importante input del "wulst"(un input

telencefálico, vía tálamo-fugal) podría pasar que la sensibilidad magnética dependiese del

criptocromo pero viajase por la vía retino talamica hasta el wulst y desde ahí descendie-

se hasta el tectum. Pero todas esta interesantes elucubraciones anatomo-fisiologícas son

vacías mientras no se pueda regisÍat sistemdticamente las respuestas magnéticas en el

cerebro de la paloma.

No hay que olvidar que alrededor dei año 1986 cuando. se publicó el paper que motivó

esta tesis, los mismos científicos mostraron respuestas magnéticas en el sistema trigeminal

de la palomas y el Charlatán (Dolichonyx oryziuonrs), trabajos que tampoco han sidos re-

plicados, debido a lo complicado de su realización pese a que no se requiere una increlble

a-t
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tecnología para realizarlos. Anteriormente habían realizado registros el núcleo vestibular

(Semm y col. [1984]) de palomas, donde encontraron unidades magnetosensibles, sensi-

bilidad que dependía de la inclinación de la paloma. Este ultimo resultado apunta a una

posible interacción entre la magneto-recepción y la actividad de los canales semicircula-

res. Por lo que seria importante no solo re-explorar los expcrimentos del ganglio trigémino

sino también los del núcleo vestibula¡.

Estimulación de luz

La estimulación lumínica es un factor importante en la magnetorecepción en aves,

ya que uno de los dos modelos principales de la magnetorecepción depende de foto-

estimulación (foto-magnético) para la detección de campos magnéticos terrestres. Es por

este motivo que la intensidad de luz aplicada durante 1os experimentos de esta tesis deben

estar claramente caracterizados.

Los protocolos de foto-estimulación fueron determinados gracias a dos tipos de expe-

rimentos:

- Experimentos conductuales de biomagnetismo con foto estimulación en aves (con una

conducta altamente migratoria), donde se establecieron cuales serían las longitudes de on-

das en Ios cuales se producirla orientación y desorientación bajo estimulación magnética.

-Experimentos en criptocromos, generando una reacción par-radical par-a la detección

de campos magnéticos. Estos experimentos fueron llevados a cabo en plantas (Arabidop-

sís thaliana) en las cuales se experimento con criptocromos-l bajo luz azul-verde y bajo

presencia de campo magnéticos tenesúe (Solov'yov y col. [2007]).
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Mediante estos experimentos se estableció que las longitudes de onda optimas pafa

la detección del campo magnético serian un color entre azul y el verde, y con el color

rojo se produciría una inhibición de la detección del campo magnético. A pesar de toda la

información que se tiene, aun no esta claro cuales deberÍa ser el protocolos de estimr.rlación

Iumínica (intensidad lumínica aplicada) en este tipos de experimentos.

En esta tesis la intensidad de la luz aplicada durante Ia estimulación magnética se man-

tuvo constante para cada longitud de onda usada. Para lo cual se utilizaron ampolletas de

LED de distintas longitudes de ondas (rojo, verde y azul). Entonces por los antecedentes

recién mencionados, la intensidad lumínica jugaría un rol importante en la magnetorecep-

ción en aves, por Io que debería ser una variable a considerar en fururos experimentos.

Nuevos Antecedentes

AI finalizar esta tesis, se descubrió una tesis de magíster del 2005 de la universidad de

Otago, Nueva Zelandia (Rose [2005]), en la que se trata el tema de la magneto-recepción

en aves, haciendo registros extracelulares en el hipocampo y entopalio de palomas, núcleos

que se asocian a la capacidad migratoria y al procesamiento de señales del sistema visual

respectivamente.

El hipocampo

Es un núcleo que históricamente relacionado con la capacidad migratoria de las aves,

mas específicamente con la capacidad de la ubicación espacial de las aves; orientarse en

1as noches despejadas con la ubicación de las estrellas o en el día con la posición del so1

y la capacidad de deñnir marcas (ej. edificios que se mantienen invariable en un corto

tiempo) pam migraciones cortas o largas (Gagliardo y col. [999]). Siendo está, posible-
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mente Ia razón para investigiu sl el hipocanipo esta relacionado con el fcnoneno dc la

magnctolecepción (Rose [2005]).

El entopalio

Es un núcleo que es pafie dcl la vÍa tecto-fugal (paniendo en la retina >tec¡rm óptico

->rotundo ->entopalio: ver Fig.;1.2). Un estnclio en este núcleo tiene una dilecta relación

con el modelo de magnetorecepción par-radical, ya que en tbnna inditecta recibe informa-

ción cle las vías visualcs. Rose en su tesis también menciona ampliamente quc los únicos

rcgistros extracelulares realizados cn palomas fueron realizados por Semnl y Demaine

[1986].

El desarrollo de la tesis de Rose rambién se lleva acabo bajo estimulación foto-magnética.

utilizando un sistema tria-axial de bobinas de Helmholtz (con una dist bución idéntica a

Ias construidas para esta tesis. pelo mas pequcñas) lo que le permitía gencrar un campo

magnético atificial en cualquier dirección. El campo magnético generado fuc mayor al

utilizado en esta tesis (0.2 gauss) ¡' en el trabajo de Scmm y Demaine (0:1 gauss), esto

clebi<lo a que Nueva Zelanda esta cerca del polo nofie m:rgnético' donde el campo magné-

tico tenestre es de 0.6 gauss, Io quc significa que cada uno de estos ües cxpelimentos se

llevar-on acabo consideranclo las caractelísticas del campo magnético teIIeStIe en los dis-

tintos lugares geográficos, junto con el sistema de estimulación magnética se implementó

un sistema de foto-cstimulacjón utilizando un sistema simple de iluminaciÓn, pelo con

menos variable que en esta tesis (oscuridad y Iuz verde, azul. rojo ¡r blanco ) Rose en su

trabajo utilizó luz blanca y luz verde para Ia realización de sus expelimentos (la intensidad

de la luz se mantuvo contente durante todo su expefimento).

Los registros realizaclos por Rose [2005]. los realizó con palomas despiefias (N= 33) y

registranclo aproximadamente 120 unidades entre el l'tipocarnpo y el entopalio (ambos he
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misferios). Siendo su principal resultado, no encontrar actividad neuronal como respuestas

a estímulos foto-magnéticos.

Como conclusión de sus resultados Rose [2005], al no encontrat respuesta magnética

en el entopalio e hipocampo de las palomas y considerando la literatura existente hasta

la fecha sobre registros extracelulares, asociados a estimulación magnética en aves, donde

solo Semm y Demaine [1986] han tenido éxito en este tipo de registro, Rose considera que

la magneto-recepción podría no es un fenómeno real, dudando de los resultados obtenidos

por Semm y Demaine [1986] y poniendo en duda que las palomas tengan capacidad de

magnetorecepción.

Los resultados obtenido por Rose son de gran importancia pa-ra esta tesis, ya que nos

ayuda a reaflrmar los resultados obtenidos hasta ahora, donde los núcleos de la vía tectofu-

gal (tectum óptico e Ipc) no presentan respuestas signiflcativas que apoyen los resultados

de Semm y Demaine [1986] de igual forma que los registros realizados en el entopalio (nú-

cleo de la vla tectofugal), 1o cual podría servir para reenfocar la viabiüdad de las distintas

vías por 1as cuales se podrían transmitir las señales magnéticas en el modelo par-radical

(vía talamofugal).

Lagena

Recientemente se publicó un articulo (Wu y Dickman [201i]) que plantea a la Lagena

como una tercera vla para las transmisiones de las seña1es magnéticas en las aves. La La-

gena es un estructura del oído medio de aves y reptiles Ia cual cuenta con una estructura

que podría ser capaz de detectar campos magnéticos por medio de cristales de magnetita

(posiblemente con un mecanismo similar al descrito por el modelo de magnetorecepción

de la magnetita). Los experimentos llevados a cabo en la Lagena se realizaron usando un

marcador de actividad neu¡onal llamado c-Fos, para lo cual ubicaron a las palomas en me-
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dio dc campo magnético entre l-3 veces el campo magnético tcrrestrc pol un par de horas.

Mediante el c-Fos se detectó actividad neuronal en los núcleo vestibular. hipocampo. tála-

mo dorsal e hipelpallurn y posteriormente se repitió el experimento lesionando la lagena

encontrandc que no hubo marcación neutonal en los cuatro núcleos recién nrencionados.

Es por estos fcsultados que consider¿r los núcleos asociados al lagena como una tercerlr ví!l

para de detección de campos magnéticos en aves (r,er Fig..1.3).

Direcciones futura

Obviamente en ciencia es muy difícil probar que algo no existe, nuestros resultados no

indican la inexistencia absoluta de respuestas magnéticas en el tectum de ias aves, lo que

indica los resultados de esta tesis es que 1a sensibilidad magnética en el TO descrita por

Semm y Demaine (70 7o de las unidades son sensibles a campos magnéticos con una razón

señal-ruido de al menos 20) no pudieron ser replicada en esta tesis, encontrando que un

17o de unidades son sensibles a campos magnéticos, mediante métodos estadísticos. Lo

que nos hace pensar que de existi¡ una sensibilidad magnética, esta debe encontrarse en

propiedades mas sutiles de 1as respuestas neuronales como una capacidad poblacional o

distribuida de un grupo neuronal, por ejemplo en la corteza motora del mono es posible de-

ducir la dirección de los movimientos de1 brazo si se registran grupos neuronales (N>30),

pero esa deducción es imposible de hacer registrando una sola neurona (Georgopoulos y

col. [1988]), pudiese ser que algo similar estuviese ocurriendo en el Tectum pero nueshos

experimentos con múltiples electrodos muestran que al menos con 12 sitios de registros

simultáneos no es posible detectar co¡relaciones relacionadas con el campo magnético, tal

vez las correlaciones magnéticas son mas sutiles aún, lo que podría significar que se deba

buscar en otros núcleos asociados al sistema visual.

Puede ser que el sitio donde se deba buscar 1a respuesta magnética sea el núcleo rotun-
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do donde se produce una enoÍne convergencia de señales tectales de acuerdo a 1a neuroto-

piallamadafield to locus descritas por Marln y col. [2007]. Por lo tanto se sugiere que los

próximos experimentos para encontrar respuestas magléticas en aves sear registros con

múltiples electrodos en el núcleo rotundos y en el wults (Mouritsen y col. [2004]) don-

de se ha encontrado sensibilidad magnética utilizando marcadores de actividad neuronal

(ZENK),

Respuestas en el Rotundo

Si efectivamente experimentos exhaustivos son realizados en el rotundo con múltiples

electrodos, no revelaran respuestas magnéticas, uno se ve¡ía forzado a concluir que la vía

retino tectal de aves no está involucrada en la magneto-recepción. Siendo esta la prime-

ra hipótesis sobre el rotundo (ausencia de sensibilidad magnética) que uno podría hacer

considerando el trabajo Rose [2005], que registró el entopalio (sin encontrar sensibilidad

magnética) nrlcleo donde proyecta el rotundo, esta hipótesis gana mas fuerza si conside-

ramos los resultados de esta tesis donde no se encontró sensibilidad magnética en el TO,

ya que es el TO el núcleo que proyecta al rotundo, por lo tanto es difícil creer que en un

n¡icleo intermedio (rotundo) pueda existir respuestas magnéticas.

Respuestas en el Wults

Es aún posible considerar que la sensibilidad magnética dependa de la vía retino ta-

lamica, como ha sido recientemente mostrado en forma indi¡ecta usando el marcador de

actividad neuronal ZENK, Mouritsen y col. [2004] encontraron que el wults visual (nr1-

cleo de la vla retino talamica) presenta actividad positiva para ZENK después de estimular

magnéticamente a un European Warbler (Is,tscinia megarhynchos). Este es un resultado

bastante interesante ya que el wults es un núcleo de fácil acceso para realizar registros

extracelulares.
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Desgraciadamente 1as palomas no parecen ser el sistema mas adecuado para hacer eS-

tos experimentos, ya que los experimentos neu¡oanatómicos recientes usan al European

Warbler; este es un pájaro con una fuerte conducta migratoria en los cuales se ha podido

demostrar indudablemente un comportamiento asociado ai campo magnético (Wiltschko

y col. [2008]). Hacemos notar que aun hoy, y a pesar de un paper publicado en NaÍure

(Mora y col. [2004]), no se ha podido demostrar conductualmente que las palomas puedan

ser condicionadas por campos magnéticos.

No obstante, la situación que gatilló esta tesis, fue que la descripción de hace un cua¡to

de siglo sobre la magnetorecepción es considerada por muchos científicos del biomagne-

tismo en aves como valida, sin que se halla replicado. Insistimos que encontrar respuestas

magnéticas robustas y reproducibles en el tectum abriría un fascinante campo de estudio

sobre integración sensorial y de no ser asl seria una pena que estas repuestas no existan o

sean tan difíciles de encontrar.

A continuación se presentan una serie de figuras en los que se ven representado 1os

resultados mas signif,cativos sobre registros de magneto-recepción realizados en los dis-

tintos núcleos del cerebro de las aves. Estos registros engloban tanto al modelo de Ia

magnetita como al par-radical.
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En la Fig. 4.2 se presentan los registros extracelulares positivos de actividad magnética

realizados en aves desde 1986 hasta la fecha. Los registros son hechos en áreas asociadas

tanto al modelo foto-magnético (par radical) y al modelo de la magnetita. Destacando que

,odos estos registros extracelulares fueron realizados antes de 1990 por el mismo gn:po.

La caracteísüca principal que se aprecia en este diagrama, son 1os dos modelos prin-

cipales de la magnetorecepción como viables, mostrando sensibilidad magnética en el

newio trigémino (modelo magnetita) y también mostrando sensibiüdad magnética asocia-

da al tectum óptico y nBOR (modelo foto-magnético).

En la parte superior del diagrama vemos un esquema asociado al modelo foto-magnético,

donde se muestra la vía tectofugal como la vla de transmisión de las señales magnéticas.

En la vla tectofugal se encuentra el TO (principal núcleo visual donde llega el957o del

nervio óptico), e1 cual se comunica con núcleos como el Ipc (donde resíden mecanismo

atencionales, los que pueden ser asociados a procesos mi$atorios) y el rotundo, 1o que

nos hace pensar que los núcleos de la vla tectofugal podrían ser un buen candidato pro-

cesamiento de las señaies magnéticas. Con respecto al modelo de la magnética, esquema

inferior de1 diagrama, vemos que en el ganglio trigémino se han detectado señaies mag-

néticas, lo que nos muestra al nervio trigémino también es una vía viable de transmisión

de las señales magnéticas (asociado al modelo magnetita). Por 1o que podemos concluir

a partir de los primeros registros extracelulares asociados a 1a magnetorecepción en aves,

que ambos modelos son factible para explicar magnetorecepción en aves ( modelo foto-

magnéüco y modelo de [a magnetita).
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Figura 4.3: Marcador positivos de actividad magnética en el cerebro de las palomas

El diagrama muestra los lugares donde se han re¡iizados expelimentos en büsca dc respucstas magoéticas en a\.es, con medjciones

irdi¡ectas, usando m¿rc¿doros de ¿otilidad neuronai.

Aquí se mucsEas ios nricleos marcados con el anticüeryo Zcnk (vcrde) que reaccionn¡ frertc ¡ l¡ ¡ctilación neuronnl (en este c¿so

b¿jo estirnulació¡ m¡gnéiica). los núclcos acdvados son el Prv e1 núcleo scnsori¿l princip¿l del núcleo rdgémino y cl SpV el núcLeo

trigcmin¡i cspinri dei n¡cleo trigémino, e1 TTD e] tracto dcscendcntc dcl g¿ngiio trieémho y e] TTA el tr¿oto ascendenre de1 gánglio

l¡igémino (Heyers y col. [2010]). En la vía t¡lámotug¿l se obseivo activación ncüion¡] on cl wulst.

En am¿rillo ¡cnemos los núcleos m¿rcados con c-Fos siendo (Hp) hjpoc¡mpo, (HD) hiperpaliun densocelulir, (DN{P) núcleo t¡lánico

dorsomedial post¿rior y (vs) (VeL) los núcleos vestibuiares (Wx y Dickmsn L20t,l).
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CAPÍTULO,I. DISCUSIÓN

En Ia Fig.4.3 se presentan los resultados positivos para sensibilidad magnética en aves,

utilizando un método alternativo al registro extracelular, el cual consiste en utilizar marca-

dores de actividad neuronal ZENK y c-Fos . Este método consiste en estimulal (magnéti-

camente ) al ave por varias horas, de modo que las neuronas sensibles a estimulación mag-

nética se exciten (la mayoría de las neurona excitada libera ZENK y c-Fos independiente

del estimulo aplicado) y posteriormente mediante métodos histoquimicos se determina la

ubicación de la población neuronal que liberó e1 marcador (por estimulación magnética)

en el cerebro del animal. Esta tecnica mostró que en el wults había sensibilidad a estímulos

magnético (utilizando ZENK). Siendo el wults un núcleo que forma parte de la vía tala-

mofugal, contradiciendo los resultados de Semm y Demaine [1986], que mostraban a la

vía tectofugal como candidato para las vías de transmisión de las señales magnéticas (TO)

asociadas al modelo foto-magnético. Por otro lado también se encontró actividad neuron¿l

con el marcador ZENK en núcleos asociados al nervio trigémino (modelo de la magneti-

ta) como el núcleo sensorial principal del nervio trigérnino y el núcleo trigen.rinal espinal

del nervio trigémino ambos sensibles a estimulación magnética. Con el marcador c-Fos

se marcaron los núcleos vestibulares, núcleos talámicos, el hipocampo y el híperpalium,

núcleos que plantean un posible tercera vía de transmisión de las señales magnéticas.
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El diagrana muest¡a los lügares donde se hdn re¿lizados reSistros exE¿celr¡lares y no se han encontrado rcspuestás magnétic¿s co ¿\es.

Los 0úclcos ¡cgistüdos peftenecen 3la vÍa tectofugal, sjcndo TO y Ipc los ¡úcleo! rcgis!¡ados en esla ¡esis y ellipocampo y entopalio

ios núcleos registidos en ia tesis Rose. No se encontró respuestas magnéticas en ninguno de esros núcl¿os.
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En la Fig. 4.4 se muestra¡ los resultados de registros exÍacelul¿ues negativos para sen-

sibilidad magnética en aves, como podemos ver los experimentos se cenÍaron en núcleos

visuales de la vía tectofugal. En esta tesis se realizaron registros en el TO y el Ipc y en

el trabajo de Rose [2005] se realizaron registros el entopalio e hipocampo. con estos re-

sultados uno puede darse cuenta que tres de los cuatro núcleos registrados forman parte

de la vía tectofugal, quedando fuera de la vía los núcleos istmicos (Imc, Slu y IOn) y el

rotundo. Siendo el rotundo un núcieo interesante de registrar ya que en el convergen gran

cantidad de señales tectales, pero por 1a información representada en este diagrama po-

dríamos pensar que en el rotundo no debeía tener sensibilidad magnéüca ya que es un

núcleo que se encuentra entre el TO y el entopalio, ambos sin sensibilidad magnética (se-

grln los últimos experimentos realizados). Pero a pesar de esto no es posible descartar por

completo 1a posibilidad de que si exista sensibilidad magnética en el rotundo, ya que Ia

población neuronal que proyecta a este núcleo (TGC neuronas de gran tamaño que reali-

zan una amplia integración neuronal en el TO ) no es la misma que proyecta al Ipc o que se

regisÍa en las capas superiores del TO (paintbrush). Es por esto que es necesario realizar

un registro en el ¡otundo ya que sin evidencia experimental no se puede asumir ninguna

de las dos posibilidades, de no haber señal aquí ratificaría la idea que se concreto en esta

tesis que los núcleos de la vla tectofugal no son los encargados del procesamiento de las

señaies magnéticas en las aves (modelo foto-magnético), resultado que en cierto modo se

ve apoyado indirectamente por e1 método de marcador neuronal ZENK el cual muestra

como vía de transmisión de las señales magnéticas la vía talamofugal.
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Figura 4,5: Resumen de la actividad magnética en el cerebro de las palomas

El diagrama muestra todos los lugares donde s€ han rcalizados rcgistros en busca de rcspuesras magnéric&s en av€s. en for¡¡a direcra e

indirecta (usando marcadores de acrividad neuron¡l).

Se pueder apreciar los registros extracelulares donde se registraron respuestal magnéticas en rojo. en verde la acrividad mediante la

utilización de ZENK y amarillo media¡te la utilización de c-Fos.En azul enconrrámos lo$ .egisEos extracelulares donde no se encontó

repuesta a la a€rividad m¿lgnética.

Hay que notar que el TO y el Hipocampo presentan un conflicto, ya que (Señm y Demaine 09861) rcgistra¡or respuesras magnéticas

en el TO, pe.o en esra ¡esis no se registmrcn respues¡as mag¡éticas en el TO (rojo con mya\ negra.s). y et hipocampo rámpoco registro

respuestel a actividad magnética (Rose [2005]) rcsultados que se contraponen a los encontr¡dos con c-Fos (Wu y Dickman t20l ll).y

tampoco se registmro¡ respuestas magnéticas en los núcleos que f,enenecen a la !ía te{tofugál (Ipc y entopalio).

8n verde vcmos los núcleos donde se aplico el anticuerpo ZENK se encontró repuestas a áctividád neuronal, el PrV el núcleo sensoriál

princiPal del nervio trigémino, el SpV el n¡icleo trigemjnal espinal del lervio rr;gémino y en el wulst (Heyers y col. [20t0]) y en

amarillo vemos las respue§as cor c-Fos en el (Hp) hipocampo,(HD) hiperpalliun densoccllula¡. (DMP) nricleo ralámico doniomedial

posterjor y (Vs)-(VeL) los núcleos vestibuláres. Semm y Demaine también registraron los núcleos vestibulares (en roio), registrando

respuestas magnéticas, en el VS el núcleo vestibular superior, el VeL el núcleo vestibular lateral y elganglio rigémino. Siendo el TTD

el tracto descenden¡e del ganglio trigéÍiino, el 'ITA e¡ tr¡cro ascendente del ganglio rrigémino.
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En la Fig. 4.5 se presenta el ultimo diagrama donde vemos un resumen de la sensibili

dad magnética en el ce¡ebro de 1as aves (palomas principaimente), donde se aprecian los

núcleos que han dado positivos a sensibilidad magnética (registro extracelular, ZENK y

c-Fos), núcleos que han dado negativo (registro extracelular) y núcleos que podrían deflnir-

se como en conflicto ( Semm y Demaine [1986] dio positivo TO y esta tesis dio negativo

los registros extracelulares en el TO e Ipc). En la parte superior del diagrama vemos e1

esquema asociado al modelo foto-magnético, donde se ven las dos posibilidades de trans-

misión de las señales magnéticas vía tectofugal que en un comienzo se consideraba que

los núcleos que se encuentran en esta vía eran el centro de procesamiento e las señales

magnéticas, esta idea empezó a cambiar cuando no fue posible reproducir dichos resul-

tados (sensibilidad magnética en el TO principalmente) y si consideramos que al realizar

experimentos con marcadores de actividad neüonal ZENK el mostró como posible centro

de procesamiento de la señales magnéticas al núcleo wults el cual la cual pertenece a la

vía talamofugal. Estos resultados plantean un camino claro a seguir el cual seria registrar

el rotundo para descaÍar la vía tectofugal y registrar también los núcleos de la vla talamo-

fugal como son el DLA y el wuits núcleos que no han sido registrados extracelularmente

baio estímulos foto-magnéticos. También hay que considerar la nuevas posibilidades que

plantean 1os experimentos con c-Fos los que han encontrados nuevos núc1eos sensible a

estímulos magnéticos.

Por otra paÍe los registros extracelulares asociados al modelo de la magneüta son mas

consistente entre los distintos métodos aplicados ya que en ambos se presenta sensibilidad

magnética en el nervio trigémino y núcleos donde este nenio proyecta, aunque esto no

es suficiente para validar 100 7o el modelo de la magnetita ya que es necesario registrar

sistemáticamente desde los núcleos a los que proyecta el nervio trigémino, registos que

aun no se han realizado.
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Conclusión Final

Esta tesis comesponde a uno de 1os dos trabajos realizados hasta la fecha donde se han

realizados regisÍos extracelulares (siendo el otro Rose [2005]), buscado actividad neuro-

nal sensible al campo magnético terrestre en las principales vías magnéticas de aves. Pese

a nuestro esfuerzo y trabajo sistemático en el desarrollo de los experimentos llegamos a la

conclusión que tanto en el tectum óptico y el Ipc de 1as palomas no existen las respuestas

a estlmulos magnéticos en 1os numeros y caracterlsticas como los descritos por Semm y

Demaine [1986].

Tenemos que considerar que los experimentos de magnetorrepción no solo se llevan

a cabo con registros extracelulares, sino también con experimentos de marcadores de ac-

tividad neuronal. En los experimentos realizados con marcadores de actividad neuronal

en palomas, se han utilizado como marcadores c-Fos y ZENK. Con ambos marcadores

se han encontrados resultados positivos para estimulación magnética, muchos científ,cos

consideran que este tipo de resultados son validos para ratificar casi en un 100 7o uno u

ot¡o modelo de magnetorrecepción en aves. En esta tesis mencionamos los experimentos

mas recientes de magnetorrecepción utilizando marcadores de actividad neuronal, aunque

no estamos de acuerdo en un 100 % de la validez que se le asocia a estos experimentos,

debido a que la actividad neuronal observada puede ser generada por estlmulos periféricos

(no magnéticos) o estimulación espontiánea ,y también al hecho que algunos de los nricleos

ma¡cados con este método, no se encuentran asociados a los modelos de magnetorecep-

ción como el modelos de la magnetita y e1 modelo par-radical.

Si consideramos por ejemplo uno de 1os últimos trabajos realizados con c-Fos (Wu y

Dickman [2011]) donde se encuentra actividad neuronal en el hipocampo resultados que

se contradicen completamente con los resultados obtenidos con registros extracelula¡es

(Rose t20051) donde no encuentra respuestas magnéücas en el hipocampo en palomas.

En esta tesis consideramos mas confiable realizar registros extracelulares que utilizar
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marcadores de actividad neuronal, es por esto que consideramos particularmente impor-

tantes los resultados realizados por Rose [2005] donde no hay respuestas en ei hipocampo

y si a esto le agregamos que en esta tesis no se encontró repuestas en el tectum óptico e Ipc

es de gran importancia realizar experimentos en el núcleo rotundo, núcleo que se encuen-

tra entre e1 tectum óptico y el entopalio, siendo estos tres núcleos parte de la vla tectofugal

la que es asociada al modelo foto-magnético, ya que al no enconffar respuestas magnéticas

en e1 rotundo se podría considera.r que la vla tectofugal no es la vía de magnetorecepción

en palomas, es esta la importancia de realizar experimentos en el núcleo rotundo, experi-

mentos que no se realizaron en esta tesis pero que serán realizadas en un futuro próximo.

Como se puede apreciar ei problema de la magnetorecepción en aves sigue muy abierto.
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