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RESUMEN

Una escena visual contiene habitualmente muchos estimulos distintos. Sin embargo sélo
algunos de estos influencian la conducta. ;Qué mecanismo da cuenta de esta seleccion
de estimulos? En los modelos de atencién visual actuales se considera que existe un
aumento de la sensibilidad visual en ciertas zonas del espacio que emerge producto de
interacciones competitivas entre todos los estimulos del campo visual.

Correlatos fisioldgicos de este foco de atencion pueden ser observados en varias areas
cerebrales; en particular, algunos estudios sugieren que el colliculo superior (SC) y su
via ascendente tecto-rotundo-palial son estructuras claves en la seleccién de estimulos y
cambio en el foco atencional. En aves la estructura homéloga del SC es el tectum 6ptico
(TO), que estd asociado a dos estructuras satélites, nucleus isthmi pars parvocelularis
(Ipc) y nucleus isthmi pars magnocelularis (Imc), ambas estructuras laminares
reciprocamente conectadas con el TO. Cada neurona de Ipc envia un axén al sitio
homotépico en el TO donde su aferencia visual es originada. Imc en cambio posee
proyecciones inhibitorias tanto sobre Ipc como sobre el TO. Las repuestas fisiologicas
més conspicuas encontradas en el TO frente a estimulacién visual se denominan
descargas oscilatorias tectales rapidas (DOR) y consisten en descargas de potenciales de
accién con una frecuencia de entre 500-600 Hz. La actividad DOR representa sefales
reentrantes en TO producidas por Ipc y probablemente representan descargas de
acetilcolina en TO. Este seminario de titulo muestra que la respuesta DOR provocada en
un sitio de Ipc por la estimulacion visual dentro de su campo receptivo es inhibida por la
aparicion de un segundo estimulo visual en otro sitio del campo visual de la paloma.
Este trabajo ademds sugiere que esta inhibicién estd mediada por la actividad de Imc
sobre Ipc, ya que la inactivacion local de Imc previene la inhibicion de la actividad DOR
durante esta competencia de estimulos. La actividad de Ipc podria potenciar tanto
sefiales sensoriales como premotoras a través de una columna en el mapa tectal,
representando lo que podria ser el correlato neuronal de un foco de atencién. La
operacion de este circuito neuronal, formado por Ipc, Imc y TO podria constituir un
mecanismo de seleccion de estimulos visuales y formar parte de los procesos bésicos
que subyacen a la atencién espacial.



INTRODUCCION

En la exploracién visual, los movimientos oculares sacadicos dirigen la févea de
la retina hacia los distintos hitos del campo visual. Dado que la févea es el lugar donde
se encuentra la mayor densidad de conos y bastones de la retina, los estimulos vistos a
través de ésta son percibidos con una mayor resolucién en relacién a otras areas mas
periféricas de la retina (Treue, 2001; Awh y col., 2006). Sin embargo la orientacion de
la févea hacia un objeto no es la tinica manera de facilitar su percepcion. Existen
mecanismos neuronales centrales que permiten potenciar el procesamiento de la
aferencia visual proveniente tanto de la févea como de otras partes de la retina. A este
proceso de aumento de la percepcion de los estimulos respecto al entorno se le denomina
atencién visual espacial. Por ejemplo, si fijamos la févea en un punto del espacio,
podemos prestar atencién a distintas zonas del campo visual ain sin mover los ojos,
fenémeno conocido como atencion encubierta (Moore y col., 2003). Incluso podemos
desplazar este foco de atencion visual por el espacio, al igual que con los movimientos
oculares. La exploracion del espacio visual podria ocurrir entonces de manera serial,
prestando atencion a un punto cada vez en el tiempo, de una manera analoga a lo que
sucede con los movimientos oculares; o bien paralelamente donde eventos como la
aparicion de un estimulo en el espacio dirigirian la atencién a esa locacién (Deco y col.,

2002). De esta manera se establece una diferencia entre los espacios atendidos, donde



existe una potenciacién de la actividad visual, y las zonas no atendidas donde ocurre una
supresion (Shipp, 2004).

Aunque correlafos fisiol6gicos de este foco atencional son encontrados en
distintas areas visuales del cerebro de vertebrados (Bender y Youakim, 2001; Sato y
col., 2003; Armstrong y col., 2006), varios estudios en mamiferos, principalmente
primates, sugieren que el coliculo superior (SC) y la via coliculo-pulvinar-palial son
estructuras claves en la seleccién de estimulos visuales y en el cambio de posicién
espacial del foco atencional (Posner y Petersen, 1990; Sapir y col., 1999; Armstrong y
col., 2006). En gatos y primates se ha mostrado que la microestimulacién del SC gatilla
movimientos de los ojos y/o la cabeza (Freedman y col., 1996; Bergeron y col., 2003).
De manera anéloga, Muller y col. (Muller y col., 2005) mostraron que la estimulacién de
un sitio en SC dirige la atencién hacia el campo receptivo del locus estimulado. Este y
otros estudios sugieren que los movimientos atencionales estarian relacionados con las
areas premotoras de SC y compartirian en alguna medida los circuitos neuronales que
controlan los movimientos oculares (Kustov y Robinson, 1996; Ignashchenkova y col.,
2004). Sin embargo, cudles son estos mecanismos compartidos y cémo el coliculo
superior controla los movimientos del foco atencional esta lejos de ser comprendido.

En aves la estructura homéloga al coliculo superior es el tectum éptico (TO).
Este es la principal estructura visual de vertebrados no mamiferos, y en aves recibe
aproximadamente el 90% de las fibras provenientes de la retina contralateral (Karten y
col., 1997). En cuanto a la anatomia de TO, se distingue como una estructura laminar,
compuesta de 15 capas plexiformes y celulares. Los axones provenientes de la retina

llegan a distintas capas superficiales de TO, llamadas capas retinorecipientes (capas 2,



3, 4,5y 7) (Karten y col.,, 1997; Tombol y col., 2003) y conforman su principal
aferencia. En el TO las aferencias retinianas conservan un alto grado de retinotopia por
lo que se dice que en TO se encuentra una representacion punto a punto del espacio
visual contralateral; es decir, cada locus en el tectum tiene su campo receptivo al lado
del campo receptivo de su locus vecino (Letelier y col., 2004).

Una de las vias eferentes en el TO es la proyeccién descendente tecto-bulbar, de
caracter presumiblemente premotor, que estaria involucrada en los movimientos
oculares y de orientacién de la cabeza (du Lac y Knudsen, 1990; Masino y Knudsen,
1993). Ademis el TO da origen a la via sensorial ascendente tecto-rotundo-palial a partir
de las células tectales ganglionares (TGC), cuyas proyecciones se extienden en el talamo
sobre las distintas subdivisiones del nicleo rotundus thalami (Marin y col., 2003) y
desde donde se proyectan axones al entopalio ubicado en el telencéfalo palial (Benowitz
y Karten, 1976; Krutzfeldt y Wild, 2005). Esta via es homéloga a la coliculo-pulvinar-
palial en mamiferos (Butler, 1994).

En este trabajo se propone que en aves, la aparicién de un foco atencional visual
ocurriria mediante una modulacién presumiblemente colinérgica que opera dentro del
mapa tectal, la cual circunscribiria la atencién a zonas restringidas del espacio visual.
Esta modulacién seria ejecutada por un conjunto de nicleos satélites del tectum,
ubicados en el tegmento dorsolateral del mesencéfalo denominados en conjunto nicleo
isthmi (NI). NI estd presente en todos los vertebrados y en aves lo conforman: niicleo
isthmi pars parvocelularis (Ipc), niicleo isthmi pars magnocelularis (Imc) y niicleo isthmi
pars semilunaris (Slu) (Figura 1). La estructura de NI se organiza en ldminas y todos sus

componentes se conectan reciprocamente con TO (Gruberg y col., 2006).



Para alcanzar la comprensiéon del problema es necesario revisar los aspectos
principales de la anatomia y conectividad de este conjunto de nucleos cerebrales. Entre
los detalles anatdmicos relevantes de Ipc encontramos que cada neurona en este nucleo
proyecta su axon exclusivamente a TO, al mismo lugar donde su aferencia tectal es

generada, por lo que se considera que la conexiéon TO-Ipc-TO es reciprocamente

homotopica.

Figura 1. Esquema de los nuicleos istmo (NI)
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Los cortes estan esquematizados desde una vista de un corte transversal a través del
mesencéfalo de la paloma. TeO, Tectum Optico; Ime, niicleo istmo magnocelularis;
Ipc, nhcleo istmo parvocelularis; Slu, niicleo semilunaris. El cédigo de color de las
neuronas indica el neurotransmisor que se libera en el terminal del axén: azul,
glutamato; rojo, GABA; verde, acetilcolina. Obtenido de (Wang y col., 2006).



Las células de Ipc son neuronas bipolares, con el cuerpo celular de forma ovalada y sus
axones dan origen a un terminal con un morfo tipo cepillo (ver esquema en Figura 1, ver
Figura 2). Estos terminales axdnicos ramifican de manera columnar a través de todas las
capas tectales, con una especial densidad en la capa 5 (Gunturkun y Remy, 1990; Marin
y col., 2005; Wang y col., 2006).

El input tectal sobre este nicleo y probablemente sobre Imc y Slu también,
proviene de neuronas bipolares dispuestas de manera radial en TO. El cuerpo neuronal
de estas células se encuentra en la capa 10 de TO (Wang y col., 2006) y sus drboles
dendriticos se extienden en una columna entre las capas 2 y 13 de TO. Estas neuronas se
caracterizan por tener un axon tipo baston, el cual sale del tronco dendritico principal e
invierte su recorrido hasta alcanzar el NI. En adelante nos referiremos a estas neuronas
como neuronas tipo baston (NB).

Respecto del nicleo Imc, se ha mostrado que todas sus células son
inmunoreactivas a GABA (Tombol y Nemeth, 1998). En cuanto a sus conexiones con
otros nucleos, Wang y col. (Wang y col., 2004) describe en este nicleo dos tipos de
eferencias: una eferencia tectal denominada por estos autores como Imc-Te, que se
extiende de manera difusa en las capas mds internas de TO y otra denominada Imc-Ipc,
la cual es aferente de los nicleos Ipc y Slu. Esta proyeccidn también es difusa y abarca
la mayor parte de la superficie de estos niicleos. Las proyecciones de Imc se reconocen
como heterotopicas pues las proyecciones de Imc al ser difusas no mantienen la

retinotopia tectal.



Figura 2. Fotografia de una tincion de los axones en cepillo de Ipc de la paloma.

Los axones fueron tefiidos segun el procedimiento descrito en (Marin y col.,
2003). En la fotografia es posible observar los axones con terminacion en cepillo en TO.
Notese la mayor densidad de ramificaciones de estos en la capa 5 de TO (flecha).



En cuanto a la fisiologia del tectum, varios estudios han reportado que la
respuesta mas comun registrada extracelularmente en el tectum, corresponde a descargas
de potenciales de accién en forma de DOR, cuyos componentes individuales son muy
dificiles de aislar (Knudsen, 1982; Neuenschwander y Varela, 1993; Neuenschwander y
col., 1996). Resultados de nuestro laboratorio demostraron que los DOR tectales
representarian descargas de los terminales de las neuronas de Ipc y por lo tanto serian
sefiales re-entrantes en el tectum (Marin y col., 2005) (ver Figura 3). Los DOR son
respuestas a estimulos visuales transitorios o en movimiento y consisten en secuencias
de potenciales de accién con una frecuencia intra-DOR de 500-600 Hz y con una
frecuencia inter-DOR de 20-100 Hz. Dado que las neuronas de Ipc serian colinérgicas,
estos resultados sugieren que los DOR tectales corresponderian a eventos de liberacion
de acetilcolina que podrian modular el flujo de senales visuales a lo largo de una
columna tectal.

Dg la disposicion anatémica descrita antes es posible deducir que la principal
accion de los terminales en cepillo ocurre en la capa 5 en TO, donde la liberacion de
acetilcolina podria tener un efecto excitador sobre la sinapsis formada, directa o
indirectamente, por los terminales retinianos y los terminales dendriticos de las TGC

tipo I. En varios grupos animales se ha sugerido que la modulacién colinérgica mediada



Figura 3. Registro de DOR tectales en respuesta a distintos estimulos
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Flash: El registro muestra una descarga DOR en respuesta a una presentacion de un
estimulo durante 20 ms a través del campo teceptivo del sitio de registro. Movimiento:
Se muestra la respuesta nmeuronal en TO cuando se estimula con un objeto en
movimiento que atraviesa el campo receptivo del sitio de registro. Macroelectrodo
epidural: Mismo estimulo anterior, pero registrado sobre la duramadre con un
macroelectrodo.



por el nicleo istmo en el tectum Gptico actuaria sobre receptores nicotinicos ubicados en
los terminales presindpticos aumentando la liberacién de glutamato en la sinapsis
retinotectal (en anfibios, (Edwards y Cline, 1999; Dudkin y Gruberg, 2003); en
mamiferos, (Binns y Salt, 2000); y en peces (King y Schmidt, 1991)).

Estos resultados concuerdan con la idea de que la liberacién de acetilcolina por
parte de axones activos de NI en TO facilita el procesamiento visual en lugares
espacialmente restringidos de TO, de una manera que podria ser andloga a la aparicién
de un foco atencional. Sin embargo este mecanismo por si s6lo no explica la aparicién
de un tnico foco de atencién ni describe el comportamiento del sistema cuando se
enfrenta a dos estimulos simultidneos.

Esto queda mds claro cuando se analiza la operacién en conjunto del circuito
istmo-tectal, especialmente cuando se considera el efecto inhibidor difuso de las
proyecciones de Imc sobre Ipc y TO. Es decir, la aparicion de un estimulo en el campo
visual, llevaria por una parte a la activacién del feedback colinérgico en el sitio
correspondiente del mapa visual tectal y por otra parte a la inhibicion simultdnea del
resto de Ipc y TO mediante la activacion de estas proyecciones GABAérgicas difusas de
Imc.

De la misma manera, si aparece repentinamente un nuevo estimulo en el campo
visual del animal, se deberia desplazar el foco de la retroalimentacién colinérgica hacia
esa nueva posicion, debido a la activacién de un nuevo locus en Ipc y la consiguiente
inhibicién del locus anterior; generandose un tdnico foco de retroalimentacién
colinérgica que se desplaza a través de la superficie de TO y que podria constitutir asi un

mecanismo andlogo al de un foco de atencién.
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Ahora entonces es posible plantear nuestras hip6tesis en relacién a la operacion
del sistema NI-TO, las cuales se listan a continuacion:

1. Si la respuesta DOR fuera un correlato de un foco atencional y este es {inico en todo
momento, la descarga DOR producida al estimular visualmente un locus en Ipc
deberia desaparecer cuando aparece un nuevo estimulo en el campo visual y
simultineamente aparecer en el registro del locus en Ipc donde se representa el
nuevo estimulo que aparece en el campo visual.

2. Segin los antecedentes anatdmicos y fisioldgicos descritos anteriormente en este
sistema, podemos hipotetizar que la desaparicion de la actividad DOR en el locus de
prueba frente a la aparicién de un estimulo distractor resulta de la modulacion
GABAérgica que genera el nicleo Imc sobre Ipc. Si es mediante la participacién de
este nicleo que sucede la desaparicién de los DOR en el sitio de prueba, se espera
que al bloquear la actividad de Imc no se produzca el desplazamiento de la actividad
DOR de un sitio a otro.

Tomando en consideracién estas hipétesis, se plantearon los siguientes objetivos:

1. El primer objetivo de este trabajo consiste en caracterizar la respuesta de un locus
estimulado visualmente en Ipc cuando aparece un segundo estimulo en una zona
distinta del campo visual de la paloma. Conceptualmente se entenderia a esta
situacién como una competencia de estimulos, en tanto la respuesta fisiolégica de un
locus en Ipc que actia como locus de prueba, es intervenida por la aparicién del
segundo estimulo visual que actia como distractor. La estrategia experimental que
permitird probar esta hipdtesis es tener una situacién de registro electrofisiolégico

simultdneo en dos sitios del nicleo Ipc de la paloma. Durante la estimulacion visual



11

de uno de los sitios, el sitio de prueba, aparecera en el campo visual de la paloma un
segundo estimulo, el estimulo distractor, que se ubicard en el lugar del campo
receptivo del segundo sitio de registro. Se espera que en el registro de estos sitios la
actividad DOR desaparezca en el sitio de prueba y se desplace a la ubicacién del
sitio de registro del estimulo distractor.

2. El segundo objetivo planteado en este trabajo es evaluar la participacién de Imc en
esta situacion de competencia de estimulos. Con el objetivo de disminuir la
modulacién GABA-érgica de Imc sobre Ipc se aplicard 6-ciano-7-nitroquinoxalina-
2,3-diona (CNQX), un antagonista competitivo de receptores de glutamato tipo
AMPA/Kainato, en un locus de Imc, esperando disminuir la modulacién de su
aferencia tectal en este locus y asi disminuir la influencia de este locus de Imc sobre
Ipc y TO. La estrategia experimental que se utilizard serd la de ubicar el sitio de
prueba de Ipc sobrepuesto con el campo receptivo del sitio en Imc donde se
inyectara CNQX. Asi esperamos que durante la situacién de competencia de
estimulos, el desplazamiento de la actividad DOR del sitio de prueba al sitio del
distractor no se haga efectiva en ausencia de la modulacién GABAérgica producida
por Imc.

Con estos dos objetivos, se pretende ayudar a dilucidar la operacién del circuito

NI-TO y su posible participacion en el proceso de seleccion de estimulos, cuyo efecto

modulador colinérgico focalizado, podria constituir un mecanismo de atencién espacial.
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MATERIALES Y METODOS

Cirugia

Los experimentos se realizaron en palomas (Columba livia) adultas de cualquier
sexo obtenidas en un criadero local y mantenidas en un vivero. Las palomas se
anestesiaron intramuscularmente con una mezcla de ketamina (75mg/Kg) y xilazina
(5mg/Kg). Las aves se posicionaron en un eje estereotixico estdndar (Karten y Hodos,
1967) que no interfiere con el campo visual del animal. Durante el experimento, las aves
se mantuvieron en un rango de temperatura entre 38 - 42 °C con una manta calefactora y
el corazén se monitoreé constantemente mediante un registro bipolar del
electrocardiograma. Durante la cirugia el animal se mantuvo anestesiado con la
aplicacion intramuscular de un 30% de la dosis inicial de anestesia cada dos horas a
través de una cdnula. El acceso al cerebro se realizé de acuerdo al procedimiento dado
en Letelier y col (Letelier y col., 2004), que descubre una franja lateral-ventral del
tectum Optico contralateral al ojo estimulado. La ventana en el crdneo se sellé con agar
3% durante el registro. Los niicleos se localizaron utilizando el mapa estereotaxico de la

paloma (Karten y Hodos, 1967).
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Registros electrofisiolégicos en NI

En la instancia de competencia de estimulos, se efectuaron registros
extracelulares multiunitarios simultineamente en dos sitios de Ipc utilizando electrodos
dobles de tungsteno (separacién entre 700-1200 um), de baja impedancia (1.5Mohm).
Los electrodos se orientaron en el eje medio lateral del niicleo en una posicion posterior
de éste con el uso de un micromanipulador (Kopf, Tujunga, CA, USA). La ubicacion de
los electrodos y su separacién corresponden a campos receptivos separados entre 40-
120° en el eje dorso-ventral del campo visual del ojo contralateral. Un alambre de plata
se implant6 en el craneo en contacto con el agar, que fue utilizado como referencia de
tierra para el registro. En cada paloma se registré de entre 2 a 4 pares de sitios en Ipc. Al
final del registro en algunos sitios se realizaron lesiones electroliticas para la posterior
localizacién del sitio de registro.

Durante la inyeccién de CNQX, se establecieron 3 sitios de registro, uno en Imc
y dos en Ipc. Los sitios de registro en Ipc se ubicaron de manera que el campo receptivo
de uno de los sitios se encuentre incluido dentro del campo receptivo de Imc y el otro
fuera de éste. En el sitio de la inyeccion, se utilizaron dos métodos de registro. En
algunos casos se registré con alambre de plata sumergido en una micropipeta de vidrio
llena con suero salino al 0.9% y en otros con un electrodo de tungsteno sobrepasado

alrededor de 30 um de la punta de la pipeta.
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Estimulacion visual

Los estimulos visuales fueron generados mediante un sistema de estimulacién
visual (Leonardo, Lohmann Research Equipment, Germany). Los campos receptivos de
las neuronas se ubicaron con la ayuda de un puntero ldser manejado con la mano. El
estimulo visual presentado fue un circulo blanco, con un didmetro entre 0,5 - 5 © que se
mueve sobre un fondo negro dentro una pantalla de estimulacién ubicada a una distancia
entre 30-50 cm. del ojo de la paloma. La estimulacion visual consiste en el
desplazamiento horizontal de este circulo en sentido temporo-nasal a través del campo
receptivo del sitio de registro en Ipc. Cada estimulacion tiene una duracion de 2 s y el
objeto se mueve con una velocidad entre 10-50 grados/s. Durante una situacién de
competencia de estimulos, en el sitio de prueba y en el sitio distractor puede presentase
un objeto en cada sitio por separado o bien simultineamente con un desfase temporal de
0,5 s uno respecto del otro. De cada situacién de estimulacion se realizaron 6

repeticiones.

Inyeccion de CNQX

Para las inyecciones de CNQX se usaron micropipetas triples de vidrio
fabricadas en el laboratorio. Uno de los cafones se utilizé para registro electrofisiolégico
de la actividad neural, que permitié monitorear la accién de CNQX en los sitios de
inyeccion. Un segundo cafion se utilizé para inyectar la droga. La inyeccion se realizé

utilizando un picospritzer con una serie de pulsos de aire, cada uno de 150 ms de
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duracién programados en un generador de pulsos. Se inyectaron entre 3-10 gotas con un
volumen final entre 5-20 uL de solucién de CNQX 100uM. Los sitios de inyeccién
fueron localizados inyectando rodamina cargada en el tercer caién de la pipeta o bien
mediante microlesiones pasando 4 pAmp de corriente positiva por 4 s a través del canon

con el electrodo de tungsteno.

Métodos histolégicos

Para la deteccién de los sitios de inyeccién y los sitios de registro, las palomas
fueron anestesiadas profundamente y perfundidas a través de las arterias carotidas con
400mL de una solucién salina al 0,75% a temperatura ambiente y posteriormente con
400 mL de una solucion fria de paraformaldehido al 4%, pH 7.2. Los cerebros fueron
extraidos del crdneo, mantenidos en una solucién de paraformaldehido al 4% y luego
trasladados a una solucién de sacarosa al 30% por 1-2 dias. A continuacion los cerebros
fueron cortados coronalmente utilizando un micrétomo de congelacién, obteniendo
secciones de 60 pm de grosor. En las inyecciones de rodamina, los sitios de registro se
localizaron en cortes sin tratamiento de deshidratacion en un microscopio convencional
(Olympus Bx 60) equipado con epifluorescencia y acoplado a una cdmara digital (Spot
digital color camera, Diagnostic Instruments, Sterling Hights, MI, USA). En los casos de
lesiones electroliticas, los animales fueron mantenidos vivos durante un periodo entre 1-
2 dias, después de los cuales fueron perfundidos y sus cerebros fueron procesados con

un protocolo de Nissl clasico para observar el sitio de registro.
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Adquisicion y Analisis de datos

La adquisicién de datos y su posterior analisis se realizaron utilizando como
software el programa Igor Pro 5.0. Los datos fueron adquiridos a 20 KHz con una tarjeta
de conversién analogo-digital de 16 canales, utilizando un PC estindar y dos
amplificadores AC de 2 canales cada uno (modelo 1800, AM System Inc., Everett, WA,
USA). Después de filtrar los datos digitalmente con un filtro entre 300 Hz-10 KHz, el
nimero de DOR se contabilizé utilizando una rutina de deteccidn escrita en Igor, en base
a una funcién envolvente del registro. La cuenta de DOR fue dividida en cuatro
intervalos de 500 ms cada uno. En cada instancia de estimulacién visual se promedié el
nimero de DOR de las seis repeticiones. Se midié la diferencia de nimero de DOR en
respuesta a la presencia de un estimulo versus la presencia de 2 estimulos visuales
presentados en secuencia. Para evaluar la significancia estadistica de las diferencias se

utiliz6 la prueba de t de student.
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RESULTADOS

Los campos receptivos de las neuronas en Ipc son de forma redonda u ovalada,
generalmente con un radio entre 15 a 25 grados. Dentro de su campo receptivo, las
neuronas en Ipc responden a los estimulos transitorios, como el flash de un circulo de
luz y a los estimulos en movimiento, que provocan en ambos casos una descarga en
DOR de potenciales de accion que dura 100 a 200 ms en el caso del flash y tanto como
dura la estimulacién en el caso del movimiento (ver Figura 3; ver también (Maczko y
col., 2006)).

En la situacién de competencia de estimulos, encontramos que la respuesta a un
estimulo visual presentado en el campo receptivo correspondiente a un locus de prueba
en Ipc era fuertemente inhibida cuando aparecia un segundo estimulo, que llamaremos
distractor, en otra zona de la pantalla. Como se muestra en la Figura 4, cuando el
estimulo distractor comienza a moverse mientras el primer estimulo en el sitio de prueba
se encuentra en la mitad de su trayectoria, la respuesta DOR en el locus de prueba cesa o
disminuye fuertemente (n=15, en 8 palomas). Esta inhibicion se produce con distractores
que se presentan a una distancia de hasta 100 grados de separacién del campo receptivo
del sitio de prueba.

En experimentos de registro simultdneo de dos loci separados de Ipc encontramos
que concurrentemente con la inhibicién de la respuesta DOR en el locus de prueba
aparecia una potente actividad DOR en el registro del locus distractor (n=12, en 7

palomas). Aunque la latencia de la inhibicién respecto al inicio de la respuesta en el
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locus distractor es variable (de 30 a 100 ms), la inhibicién de la respuesta DOR en el

sitio de prueba coincide con el inicio de la descarga de DOR en el sitio distractor.

Figura 4. Competencia de estimulos simultaneos en Ipc
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El trazo superior muestra el registro extracelular de la actividad burst en Ipc
provocada por el movimiento de un punto de 2 grados dentro del campo receptivo
del sitio de registro (1). El trazo inferior muestra el registro en el mismo sitio anterior
pero con un segundo estimulo, idéntico al anterior, que se comienza a mover cuando
el primero se encuentra en la mitad de su recorrido (2). Este segundo estimulo
suprimié la respuesta burst en el primer sitio de registro. La actividad burst fue
reemplazada por una descarga de actividad de alta frecuencia (HF) de baja amplitud,
que se muestra con las flechas en el registro.
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La inhibicién de la actividad DOR en un primer sitio de Ipc por la estimulacién visual
en un segundo sitio es asimétrica. La presentacién de un estimulo distractor en campos
receptivos ubicados en zonas centrales y superiores del campo visual siempre inhibié
significativamente (70 % de inhibicién promedio, prueba pareada de t, p < 0,005; n =
10) la respuesta DOR en sitios de prueba con campos receptivos inferiores (Figura 3,
recuadro). En cambio, la estimulacién de campos receptivos inferiores produjo menos
inhibicion (8 % de inhibicion, prueba de T pareada, p < 0.005, n=10) de las respuestas
DOR de campos centrales o superiores (Figura 5, recuadro), a menos que éstos se
encontrasen en una posicién menos inferior, alrededor del meridiano horizontal del
campo visual. En los casos en que ambos campos receptivos se encuentran en el campo
visual central o superior, el segundo estimulo usualmente suprime al primero. Cuando
ambos estimulos comienzan simultineamente, ambas respuestas decrementan. Los
mismos resultados fueron obtenidos en registros duales en TO (18 registros en 4
palomas, datos no mostrados), un reflejo del hecho que los DOR tectales son una
manifestacién de los terminales en cepillo de Ipc en TO (Marin y col., 2005).

La supresion de la actividad tipo DOR de un locus en Ipc por un segundo estimulo
visual es acompafiada por la aparicién de una forma caracteristica de actividad de alta
frecuencia (HF) registrada en el locus suprimido, que permanece mientras dura la
estimulacién con el distractor. Esta consiste en unas espigas negativas (100-400 uV),
que descargan a una frecuencia dominante de 500 a 700 Hz. Esta actividad sé6lo aparece
durante la estimulacién visual y es claramente generada por elementos neuronales

distintos de las neuronas que producen las respuestas tipo DOR. Hipotetizamos que esta
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actividad se produce por la descarga simultdnea de los terminales GABAérgicos de Imc
en Ipc, y por lo tanto revelaria la accion inhibitoria provocada por un estimulo periférico
sobre la respuesta DOR central (Marin y col., 2005). Esta actividad HF también se

produce cuando el estimulo se mueve fuera de los bordes del campo receptivo de Ipc.
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Figura 5. Las interacciones supresivas durante la competencia de estimulo son
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Registro duales de actividad DOR en Ipc con electrodos de tungsteno separados por 0,75
mm en el eje medio-lateral. Como se observa en el esquema, los campos receptivos
respectivos estaban separados 50° en el eje inferior-superior del campo visual del
animal. En cada panel, el trazo superior corresponde al sitio de registro medial (campo
receptivo inferior), y el trazo inferior corresponde al sitio de registro lateral (campo
receptivo superior. Debajo de cada trazo se muestra un histograma acumulativo de 10
repeticiones del estimulo. El estimulo se presentd en un sitio por separado o
simultaneamente en ambos sitios con un desfase de tiempo, como se grafica en los trazos
bajo cada panel. A, el movimiento de un estimulo en el campo receptivo inferior
provoco respuesta DOR de gran amplitud en el sitio de registro medial. B, el
movimiento de un segundo estimulo en el campo receptivo superior suprimi6 en el sitio
inferior la respuesta DOR provocada por el estimulo en movimiento (p < 0,001, prueba
de t pareada) y provocé una respuesta DOR de gran amplitud en el sitio de registro
lateral. C, el movimiento de un estimulo provocé respuestas DOR de gran amplitud en el
sitio de registro lateral. D, el movimiento de un estimulo en el campo receptivo inferior
produjo una supresién menor, pero significativa, de la respuesta al primer estimulo
presentado en el campo receptivo superior (p < 0,001, prueba de t pareada). Recuadro,
resumen de los resultados obtenido en las 10 repeticiones de este experimento, en 6
animales, para campos receptivos separados entre 45 y 100 grados. Campos receptivos
superiores y centrales provocaron una mayor supresion sobre la respuesta DOR de
campo receptivos inferiores, mientras que la estimulacién inversa produjo una débil
inhibicién, siendo ambas diferencias significativas (*, p < 0,005, prueba de t pareada).

Una serie de observaciones indican que la actividad HF efectivamente es
producida por los terminales de Imc en Ipc. En primer lugar, para un locus dado en Ipc,
la actividad HF de mayor amplitud se produce por la estimulacién visual en la zona
central y superior del campo visual, las mismas regiones que inducen una fuerte
inhibicién sobre las neuronas de Ipc con campos receptivos inferiores. En segundo lugar,
aunque en los registros simultdneos en Ipc los electrodos pueden estar separados por mas
de 1 mm, casi la mitad de la extension del niicleo, éstos registran la actividad HF con
una sincronizacion de fase casi completa. En tercer lugar, un trabajo anterior de nuestro
laboratorio consistente en registros simultdneos en Ipc (extracelular) y en neuronas de

Imc (8 registros extracelulares, 4 intracelulares), muestra que la descarga de alta
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registrada en Ipc. Este mismo resultado se obtuvo al registrar desde axones de Imc
dentro de Ipc usando pipetas finas. Los axones se identificaron por su campo receptivo
elongado, orientado verticalmente, en contraste a los campos redondeados de las células
de Ipc.

Los registros en Imc muestran ademas que las neuronas en este ndcleo son
altamente sensibles al movimiento dentro de su campo receptivo, el cual es alargado (15
a 20 grados de ancho por 80 a 120 grados de alto) y se orienta verticalmente con
respecto a la posicion normal de la cabeza del animal (Wang y Frost, 1991; Li y col.,
2006). Al mover un estimulo visual dentro del campo receptivo de un locus en Imc se
obtienen respuestas distintas dependiendo de la zona del campo receptivo estimulada. En
la zona central y superior del campo receptivo las células responden con trenes de
espigas de alta frecuencia (500-700 Hz), similar a la actividad HF registrada en Ipc. La
estimulacién del campo receptivo en regiones mas inferiores provoca trenes de espigas
de menor frecuencia.

Con el fin de comprobar directamente la actividad supresora de Imc sobre regiones
activas de Ipc, se inactivo localmente distintos locus en Imc. La aplicacién de 5-10 nL
de CNQX elimin6 la respuesta a estimulos visuales en Imc reversiblemente en 10 casos
probados en 10 palomas. La duracién de esta inactivacién fue de entre 3 a 10 minutos y
fue registrada con el mismo electrodo utililizado para inyectar la droga. Ademas, la
inactivaciéon local de Imc elimina también la actividad HF registrada durante la
estimulacion visual en Ipc

Cuando un estimulo se desplazé a través de la parte del espacio visual

correspondiente a la franja visual inactivada, correspondiente a los campos receptivos de
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las neuronas inactivadas en Imc, atin provocé la descarga DOR en el correspondiente
locus de Ipc. Sin embargo, cuando este estimulo actuaba como distractor indujo una
menor inhibicién, y en un caso ninguna inhibicién, de la actividad DOR provocada
previamente cuando un estimulo de prueba era presentado en los alrededores (Figura 6).
En promedio, la supresién de DOR por el segundo estimulo pasé desde un 84% a un
50% durante el efecto de la droga, y se recuper6 a medida que las respuestas visuales en

el sitio inactivado de Imc se restablecieron (Figura 6, recuadro).
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Figura 6. La inactivacién de Imc disminuye la inhibicién de la actividad DOR
durante la competencia de
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La supresién de la actividad DOR en Ipc es fuertemente disminuida por la
inactivacién de Imc. Dos electrodos de tungsteno fueron ubicados en el eje medio-lateral
de Ipc, registrando la actividad multiunitaria en ambos sitios. Los correspondientes
campos receptivos estaban separados 65° en el eje inferior-superior del campo visual. Un
tercer electrodo, de registro e inyeccién, registrd la actividad multiunitaria en un sitio de
Imc. Como se muestra en el esquema A, el campo receptivo colectivo en el sitio de Imc
tiene un campo elongado Superpuesto con el campo receptivo superior de Ipc (2). En los
paneles B-G el trazo superior corresponde al registro de Imc, y el trazo medio e inferior
al campo receptivo lateral (CR2) y medial (CR1) de Ipc, respectivamente. Cada trazo
representa la superposicion de los registros correspondientes a 5 repeticiones del
estimulo. El inicio de la estimulacién se muestra en un esquema debajo de cada panel.
La linea de puntos vertical indica el comienzo del segundo estimulo. B, respuesta al
estimulo visual en el campo receptivo medial solamente (CR1). C, el movimiento de un
estimulo en el campo receptivo superior (CR2) suprimié la respuesta al estimulo
presentado en el campo receptivo inferior (CR1). D, inactivacién de Imc por CNQX
cancel6 casi completamente la inhibicién mostrada en C. EJF,G, la inhibicién se
reestablecid, junto con la respuesta a estimulo visuales en Imc, después de alrededor de
15 minutos de recuperacién. Nétese que la actividad HF en Ipc primero disminuyé con
la aplicacion de CNQX en Imc, y luego se incrementé durante el periodo de
recuperacién. Recuadro, resumen de seis repeticiones de este experimento en cinco
animales. La cancelacién de la inhibicién inducida por el segundo estimulo disminuyé
significativamente durante la inactivacién local de Imc (prueba de t pareada, p< 0,005).
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DISCUSION

En este estudio, encontramos que las respuestas DOR provocadas por la estimulacion
visual en un sitio de Ipc son inhibidas por la aparicién de un segundo estimulo visual en
un lugar distante dentro del campo visual de la paloma. En la situacién de competencia
de estimulos, observamos que la inhibicién de la respuesta DOR en un sitio por la
apariciéon de un estimulo lejano en el espacio visual era asimétrica. La aparicion de
estimulos distractores en campos superiores y centrales generd, en promedio, un
porcentaje de inhibicién mayor sobre estimulos de prueba en campos inferiores que en la
situacion inversa. Dado que las palomas son aves granivoras que se alimentan
principalmente en el suelo, esta asimetria podria resultar conveniente, por ejemplo,
frente a la aparicion de un depredador o en otros casos cuando el estimulo visual se
encuentra sobre el horizonte.

Encontramos ademds que durante la competencia de estimulos la actividad DOR en el
locus de prueba fue siempre reemplazada por una actividad de alta frecuencia
caracteristica (HF), inducida por el estimulo visual distractor. Los resultados obtenidos
con estos experimentos, en conjunto con datos obtenidos en experimentos previos de
nuestro laboratorio, indican concluyentemente que la HF es una manifestacion de la
actividad de los axones terminales de Imc en Ipc. En primer lugar, la actividad HF de
mayor intensidad se produce con la estimulacién visual de zonas centrales y superiores
del campo visual, que coinciden con las que ejercen una mayor inhibicién de la
respuesta DOR. En segundo lugar, se encontré que la actividad HF registrada en loci

separados en Ipc coincide con el aumento de la descarga de neuronas y fibras de Imc,
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que evidencia la extensa proyeccion de las neuronas de Imc sobre Ipc. Y, finalmente, la
eliminacién de las respuestas visuales en un locus de Imc mediante la aplicacion de
CNQX elimina la actividad HF registrada en Ipc en la zona del campo visual
correspondiente con el locus de Imc inactivado.

La aplicacién de CNOX en Imc bloquea las respuestas visuales en este nicleo y
simultineamente disminuye la inhibicién de la actividad DOR de un sitio sobre otro
durante la situacién de competencia de estimulos. Aunque el efecto de la aplicacion de
CNQX es evidente, la reduccién en la cancelacion de la inhibicion de un locus sobre
otro en la situacion de competencia de estimulos puede ser explicada por una
inactivaci6n insuficiente de Imc. Esto debido al uso de una cantidad baja de CNQX para
prevenir la difusion de este farmaco hacia Ipc. Concordante con esta suposicion es el
hecho que en los casos donde no se alcanzé una cancelacién total de la inhibicién, la
aparicion del estimulo distractor en el campo visual generé en el sitio del locus de
prueba actividlad HF. Ademds podemos hipotetizar que existen mecanismos
complementarios de este sistema que no se ven afectados por la aplicacién de CNQX,
como interacciones laterales de neuronas horizontales GABAérgicas que han sido
descritas en TO (Luksch y Golz, 2003) que podrian estar actuando sobre neuronas NB.
Al respecto, se ha mostrado que la presencia de acetilcolina libera GABA en el coliculo
superior de ratones (Endo y col.,, 2005). Otros mecanismos que podrian estar
involucrados en el proceso son la participacién de otros receptores glutamatérgicos no
modificables por CNQX. También podrian ocurrir interacciones inhibitorias mutuas
entre las neuronas en Imc, sugeridas por la presencia de terminales sindpticos

inmunoreactivos a GABA presentes en el cuerpo celular de estas neuronas y en sus
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dendritas (Tombol y Nemeth, 1998) y demostrados por evidencia fisiolégica directa
(Wang y col., 2006).

La dindmica de este circuito neuronal establecido entre NI y TO calza con el
funcionamiento de un modelo denominado circuito ganador-toma-todo (GTT). Este
circuito es un esquema conceptual frecuentemente usado en modelos de seleccién de
estimulos y atencion espacial en diversos sistemas (Koch y Ullman, 1985). El actuar de
un sistema GTT en el sistema TO-istmo ha sido propuesto por Sereno y Ulinski (Sereno
y Ulinski, 1987) en tortugas, y en aves por Marin y col. (Marin y col., 2005). Koch y
Ullman propusieron que las zonas del espacio visual potenciadas por un mecanismo
atencional surgirian dentro de un mapa, denominado mapa de saliencia (MS), donde
convergerian distintos circuitos neuronales. Cada uno de estos circuitos actuaria sobre
este mapa afectando la posicion del foco atencional. En el caso de este circuito en
particular, el MS corresponderia a TO, donde se encuentra una representacion
topografica fina del espacio visual. Entre las aferencias aportadas por los distintos
circuitos que convergen sobre el mapa MS estdn las aferencias de tipo sensorial que se
establecerian en las primeras sinapsis y que codificarian variables como la posicién del
estimulo, el tiempo de aparicion de un estimulo dentro del campo visual, el movimiento,
el color, etc. Otro tipo de influencias que convergerian en el mapa MS son las aferencias
provenientes de areas telencefdlicas que actian sobre TO. Estas aferencias estarian
relacionadas con el contexto o relevancia conductal en que aparecen los estimulos
visuales, como por ejemplo, la tarea particular que el animal estd realizando (para una
revisién ver Egeth y Yantis, (Egeth y Yantis, 1997)). En el caso de la paloma, una serie

de aferencias provenientes tanto del telencéfalo como de una serie de niicleos pretectales
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y taldmicos convergen en TO, y podrian modular la actividad de las neuronas NB,
afectando asi la operacién del circuito istmo-tectal.

Queda atin por ver si dentro del circuito de retroalimentacién formado por TO e
Ipc, el locus de Ipc produce la retroalimentacidén positiva precisamente sobre su
aferencia tectal. En este caso, la red istmo tectal podria constituirse como un mecanismo
GTT genuino, amplificando pequeiias diferencias entre los estimulos visuales entrantes y
convergiendo rdpidamente en un locus ganador, el que podré transformarse en el foco

atencional.
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CONCLUSIONES

Los resultados de los experimentos realizados sugieren que la retroalimentacion
colinérgica de Ipc en TO frente a un estimulo en movimiento podria ser parte de un
sistema de atencién visual en tanto la aparicion de un estimulo nuevo en el campo visual
desplaza esta modulacién colinérgica desde el primer sitio estimulado hacia el sitio en
TO donde se encuentra representado el nuevo estimulo. Este desplazamiento se debe en
parte al efecto inhibitorio que ejerce Imc sobre Ipc y TO a través de sus amplias
proyecciones GABAérgicas. La modulacién colinérgica ejercida por los terminales en
cepillo activos a través de una columna en TO podria actuar como agente sincronizador
entre las distintas capas tectales, afectando las eferencias pre-motoras descendentes y a
las ascendentes que se dirigen hacia el telencéfalo.

Es importante recalcar que la operacion de este circuito da cuenta sélo de una
dimensién de la seleccion espacial de estimulos. Hasta aqui no se han considerado el
actuar de otras modalidades sensoriales en la seleccién de estimulos ni la seleccion de
estimulos de distintas clases, lo que aumenta la complejidad del sistema. Un reciente
trabajo (Maczko y col., 2006) demuestra que las respuestas en DOR en Ipc de la
lechuza son visuales y auditivas. Dado que la lechuza en condiciones de oscuridad usa
preferentemente la audicién para localizar espacialmente los estimulos, este resultado
refuerza la hipétesis propuesta en este trabajo que el circuito GTT es un mecanismo

fundamental de orientacion espacial en aves y quizds también en otros vertebrados.
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