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RESUMEN

La retina de los amniotas proyecta a seis regiones encefilicas distintas. Una de estas
regiones se ‘encuentra en el tdlamo ventral y aloja al niicleo geniculado ventrolateral
(GLv). Se han sugerido diversofs roles para este nicleo. Sin embargo ain no se ha
establecido cudl es su papel en el contexto de las operaciones-visuales. En aves, ademéas
'
de las proyecciones retinianas topograficas, el GLv recibe proyecciones de las vias
visuales principales, de la via talamo-fugal por medio de las proyecciones desde el
hiperpalio dorsal (wulst) y de la via tecto-fugal a través de las proyecciones tecto-GLv. El
GLv proyecta masivamente al tegmento medial y al nticleo del puente medial (PM). La
primera es una regién mesencefalica implicada en la generacién de los patrones de los
movimientos de orientacion visual. El PM proyecta reciprocamente a las folias VI y VII

del “cerebelo visuomotor™. La conectividad del GLv sugiere un rol visuomotor directo

para esta estructura. El objetivo de est tesis fue establecer y describir el papel que cumple
;

el nticleo GLv en las conductas de orientacion de la mirada (movimientos oculares y de la

cabeza). Todos los experimentos de esta tesis se realizaron con palomas adultas. Se
‘ ]

caracterizaron algunas propiedades fisiolégicas sensoriales de distintos loci en el GLv.
1
{

Los movimientos oculares se midieron con una videocdmara infrarroja. Los movimientos
i

* .
de la cabeza se midieron con acelerémetros, girdscopos y con el seguimiento

{
imageneol6gico de un liser adosado a la cabeza del animal. El GLv es un niicleo visual
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que posee campos receptivos (CRs) acotados, siendo los CRs frontales mds pequefios que
los CRs més excéntricos. Microestimulamos eléctricamente distintos niicleos visuales.

t

Hallamos que al estimular en el GLv se generan movimientos oculares y no asi en las otras

regiones sensoriales del cerebro dela paloma. A lo largo de un transecto dorso-ventral del

¢

GLv, el punto en ¢l cual se generé; la mayor respuesta en la musculatura del cuello se situé
en las fibras de proyeccion del GLv, 100 pm sobre los somas de la l14mina interna. Al
estimular en la ldmina interna en animales con Ia cabeza libre, estos movieron ambos ojos
y la cabeza. La velocidad méxi:ma, y la amplitud de los movimientos de la cabeza
dependen de los pardmetros del lestimulo hasta un valor de saturacién. Los pardmetros

cinemadticos del movimiento de Ia cabeza como la direccidn, la duracién, la latencia, la

}

velocidad maxima de saturacién 35 amplitud de saturacién no dependen de los parametros
k

del estimulo eléctrico y son caracteristicos del sitio de estimulacién. La direccion del

movimiento es hacia el CRs del sitio estimulado y no depende de la posicion inicial de la
H

¥

¥
cabeza. La relacién entre los movimientos de la cabeza y la ubicacion del CRs del sitio
estimulado varia entre los sitios frontales y los sitos con CRs excénfricos. Finalmente,
:
encontramos que la actividad multiunitaria en la 14mina interna del GLv cambia con los
movimientos de la cabeza en presencia y en ausencia de luz. Estos resultados muesiran
que la activacion del GLv genera} conductas de orientacion y aproximacién visualmente
- . . l . - - -
referenciadas similares a las queireahza el animal en los momentos previos al picar los
granos de comida. Ademas, se establece directamente un rol para el GLv y estas son las

t

primeras evidencias de un mapa neuronal de los movimientos de la cabeza visualmente

3

]
referenciado en el tAlamo de un vertebrado.
)




ABSTRACT

ERREm A ML e ————

The lateral geniculate nucleus, par ventralis (LGNv) is a prominent retino recipient

structure highly conserved in vertebrates. In birds, it is composed of two main layers: an

internal one (LGNvV -int), that contains tightly packed somas of the projections cells, and

an external one (LGNvV -ext), that contains the main dendrites of the projecting cells and
receives the different synaptic afferences. The optic tectum and the visual hiperpallium

(wulst in birds and primary visuali cortex in mammals) are the main non-retinal source of
the LGNv afferences. Other significant afferences originate from several tegmental areas.
Retinal, tectal and hiperpallial inputs are highly topographic and end homotopically
forming concurrent restricted S};maptic loci inside the ncuropile of the LGNv -ext.
Projections from the LGNv -ini follow a descending course through the pretectum,
prerubral field and motor tegmer%tum (MT), to finally target the medial pontine nucleus
(PM). PM projects reciprocallyito the cerebellar folia VI and VII, the “visuomotor
cerebellum”. Due to their role m generation of gaze movements, MT and *“visuomotor
cerebellum™ have been extcnsive%ly studied. In spite of the prominent and conservative
character of LGNy, its role in visual operations remains at present unknown. Considering
its close link with visual and motor centers, we hypot.hesized that the LGNv may have a

1

role in the generation of visually driven orientation gaze. The aim of this thesis was to

establish and describe the role 01f the LGNV in orienting gaze behaviors (eye and hea}d
1 I H
movements). Specific locus within the pigeon LGNv were microstimulated with




electrodes chronically implanted.!Eyes movements were measured in head restrained and
unrestrained animals with a videla based eye tracker system. Head movements, in the 3

o
spatial axis, were measured in unrestrained birds by means of a set of accelerometers and

gyroscopes attached to the head.iWe found that electric microstimulations of a specific
LGNv locus triggered the bird tio lead its beak to a specific spacial point in a locus-
dependent manner. Elicited move;ments had kinematics parameter that were independent
of intensity, frequency and durati;on of the stimulus. The end position of the beak tip was
correlated with the spatial locat'ion of the visual field of the stimulated locus. These
movements had very similar kinematic properties to the ones obtained in the same animals
prior to the tectal ablation. In summaty, these results show that activation of LGNV trigger
visually guided head movements; that resemble a rapid saccade-like movements of ﬂ}e
head performed by pigeons befor‘f: peaking food grains. The present work established for

]
the first time in vertebrates that GLv is key actor in the generation of visually orienting

gaze shifts.
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INTRODUCCION

[

En los amniotas la retina orig'ina;. proyecciones a seis regiones encefélicas: hipotdlamo
(nacleo supraquiasmatico), sisterina Gptico accesorio, complejo pretectal, tectum Gptico
(coliculo superior de mamffcros)j complejo taldmico ventral (en aves, micleo geniculado
ventrolateral [GLv], nticleo intergeniculado [IGL], nticleo ventrolateral del tdlamo [VLT]
y nicleo lateral anterior [LAJ) y;el complejo taldmico dorsal (nicleo geniculado dorsal
[GLd]; Rodieck, 1979; Giintiirkiin y Karten, 1991). Este tltimo es el principal blanco de
la retina en los mamiferos més visuales, y la mayoria de los trabajos sobre la visién han
estudiado esta ruta. En los vertebrados no mamiferos el tectum dptico (TeO) constituye el
principal centro visual, del cual surge una proyeccion fugal masiva hacia el telencéfalo, la
via tecto-fugal. El TeO en mamiferos (coliculo superior), constituye el mayor centro de
integracién (Wallace et al,, 1996}) y de seleccidn de estimulos (Horowitz y Newsomme,
1999) asociados al control de la Ir]iirada. El niicleo supraquiasmatico tiene un rol de pivo;e

Lo , .
en el control neural de los ritmos circadianos (Moore, 1978). Los niicleos del sistema

I
&ptico accesorio estin involucrados fundamentalmente en los procesos de estabilizacion

de ]a imagen en la retina (Simpson, 1984). Al pretectum se le ha atribuido un rol en el
nistagmus optocinético, en el reflejo pupilar, parpadec evocado por luz, entre ofros
I

(Gamlin, 2006). Se ha s.ugexido1 que el GLv estaria involucrado en las conductas de

discriminacion croméatica (Maturana et al.,, 1982; Hughes y Chi, 1983), en el reflejo

i 1



pupilar (Jones, 1985), en el reflejo optocinético (Biittner y Fuchs, 1973; Gioanni et al.,
1991) y en la regulacion de los ritmos circadianos (Pickard y Turek, 1983). Sin embargo,
aun no se ha establecido con claridad cudl es el papel que juega este nicleo en las
operaciones visuales de los vertebrados.

El GLv es una estructura altamente conservada en el sistema visual de los amniotas (Niirni
et al., 1963; Butler y Northcutt, 1973; Crossland y Uchwat, 1979; Vega-Zuniga et al.,
2015). Se ubica en el diencéfalo ventrolateral, recibe aferencias retinianas (Figura 1 B),
del tectum Optico y del hiperpalio dorsal (corteza visual primaria de mamiferos) de ambos
hemisferios (Karten et al., 1973; Miceli et al., 1987). En aves, el GLv es una estructura
alargada en el eje anteroposterior, con forma de lenteja que yace sobre el tracto Optico. Se
pueden distinguir dos capas, una externa y otra interna (Figura 1 A). La primera es la que

estd en contacto con el tracto Optico y posee una densa neuropila, la segunda se ubica hacia

dorsomedial y presenta células de mayor tamatfio (Guiloff et al., 1987).

Figura 1. Histologia y Aferencias Retinianas al GLv. A: Microfotografia de un corte histolégico del
tdlamo ventral de una paloma tefiido con violeta de cresilo. Se muestra la lamina interna del GLv
(GLv int), la lamina externa (GLv ext), el tracto dptico (TrO), y el tracto de las eferencias del GLv
(TrGLv). B: Microfotografia tomada de un animal que recibié una inyeccién de CTb en el globo
ocular. La inmunoreactividad revela un plexo denso de axones que se distribuye por toda la extensién
dorsoventral de la capa externa. Las areas libres de terminales marcados podrian deberse a una
distribucién irregular del CTb en la cdmara vitreal del ojo. A y B: Las microfotografias fueron
tomadas a un aumento de 10X y se muestra a la misma escala.




i
Estudios en pollo han mostrado que al GLv proyectan topograficamente todas las regiones

de la retina (Crossland y Uchwat, 1979). Estudios en paloma muestran que los terminales

[P .

retinianos se ramifican en la capa externa del GLv sin entrar a la capa interna (Shimizu et
al., 1994; Vega-Zuniga el al,, i2014). Asimismo, observaciones hechas en nuestro
laboratorio al inyectar la subunidad (3 de la toxina del célera (CTb). en el GLv confirman
que las ganglionares de la retina se conectan topograficamente con el sitio de inyeccién.
La conectividad entre el tectum ‘51i3ﬁ00 y el GLv ha sido estudiada en detalle por Crossland
y Uchwat (1979). Ellos mojstraron en pollo que el tectum Optico proyecta
topograficamente sobre el GLv y; que ademas, este mapa retinotdpico de segundo orden
originado a partic de las pro%recciones tectogeniculado estd en registro con las
proyecciones retinogeniculado. E:s decir, las ganglionares que proyectan al GLv desde un
locus especifico de la retina respoinden a la misma region del campo visual que las células
tectales (homotépicas) que proyectan a ese mismo locus del GLv. También se mostré que
las proyecciones del tectum ascienden desde el tracto optico ramificdndose solo hasta la
neuropila del geniculado, de mzimera muy similar a como lo hacen las proyecciones
retinianas (Vega-Zuniga et al. 2014)

Estudios anatomicos (Mpodozis et al., 2000; Marin et al., 2001; Mpodoz:s y Karten, 2004;
Vega-Zuniga et al., 2015; Mpodozis et al., manuscrito en preparacién) muestran que las
eferencias del GLv surgen desde somas ubicados casi exclusivamente en la capa interna.
Estas células se extienden a Io :ancho de la capa externa, y sus axones pasan dorso-
medialmente por el pretectum y luego avanzan hacia ventral en la zona medial del

!
tegmento hasta llegar al nticleo del puente medial (PM). A lo largo de este trayecto inervan

el nficleo ventrolateral del talamo (VLT), el niicleo principal precomisural (PPC), la zona




incerta (Z1), pasan por el nicleo ruber (Ru), el nicleo intersticial de Cajal y dejan
terminales en la region tegmental pre y perirubral, incluyendo el nicleo mesencefalico
profundo, pars ventralis (MPv). Los resultados anatdmicos muestran que las proyecciones
del GLv hacia PPC, VLT y MPv son reciprocas y, en el caso de MPv, bilaterales (Figura
2). Todas estas estructuras, a excepcion de PPC, han sido implicadas en conductas

visuomotoras.

Retina

)

Figura 2. Esquema de las aferencias y eferencias del GLv. En azul se muestran las aferencias visuales
principales del GLv, en naranja las eferencias y en gris el resto de las aferencias y las conexiones
reciprocas entre el nicleo del puente medial (PM) y el cerebelo. Hyper pallium apicale (Wulst), nucleus
ventrolateralis thalami (VLT), nucleus geniculatis laterales pars ventralis (GLv), nicleo principal
precomisural (PPC), zona incerta (ZI), nicleo de Ruber (Ru), nicleo intersticial de Cajal (IS), nicleo de
Darkshewitsch (D),nicleo mesencefélico profundo, pars ventralis (MPv), tectum éptico (TeO), tegmento
motor (TM), folias del “cerebelo visuomotor” (VI y VII). Esquema adaptado de Nieuwenhuys et al.
(1998).



Con el fin de verificar uno de los blancos de los axones de proyeccion del GLv, se
realizaron inyecciones de la subunidad B de la toxina del célera (CTb), un trazador
neuronal, en el nucleo del puente medial (PM) (Figura 3A). Al reaccionar la
inmunohistoquimica, observamos una clara marca en somas ubicados en la capa interna
del GLv y en otros pocos somas ubicados en la lamina externa (Figura 3B). También
observamos en la lamina externa del GLv una densa marca de procesos neuronales,
muchos de los cuales emergen de células marcadas en la lamina interna. Estas
observaciones concuerdan con la idea de que las aferencias del PM que provienen del GLv

corresponden a los axones de las células de la capa interna.

Figura 3. A: Inyeccién de CTb en el PM. B: Células retrégradamente marcadas en el GLv. Los somas
de estas neuronas se sitian en la lamina interna. Solo algunos somas se observan en la capa externa.
La capa externa se encuentra llena de procesos neuronales marcados. El aumento es de 4X (A) y de
10X (B). Las barras de calibracion corresponden a 1 cm (A) y a 200 um (B).

Los axones de las células de la lamina interna del GLv se encuentran ocupando
principalmente la region del tegmento motor medial del tronco encefélico. Esta region

cumple un rol premotor en los movimientos de orientacion y se considera el centro




1
generador de patrones de los movimientos de orientacién visual. Existe una extensa

literatura en amniotas que da cueﬁta de las estructuras premotoras y misculo-esqueléticas
implicadas en estos movimientosi las que varfan dependiendo de la especie. En la rana, la
H
porcién medial del tegmento mes:enccfélico estd implicada en el control del movimiento
de la mirada (cuerpo completo) h:acia estimulos visuales (Masino y Grobstein, 1989). En
mamiferos se ha mostrado que la 1lmicroe:stirmllacit’m eléctrica en el tegmento medial, mas
especificamente en el nicleo rubler, el niicleo intersticial de Cajal, el &rea prerubral y la
formaci6n reticular tegmental y pontina, evoca movimientos de la mirada en direcciones
ortogonales entre si, conformando un mecanismo "cartesiano” de control premotor de la
direccién de la mirada (Wurtz y Z‘Goldberg, 1972; Biittner et al. 1977; Raphan y Cohen,
1978; Sparks, 1986; Waitzman et{i al., 2000; Sparks, 2002; Scudder et al., 2002; Quessy y
Freedman, 2004; Walton y Freedfman, 2014). En las aves, las neuronas premotoras del
cuello se encuentran en la formacion reticular parvocelular y gigantocelular ubicadas e;n
la regi6n del tegmento medial de %[a médula oblonga y en el puente (Dubbeldan, 1998). En
la formacién reticular medial pontina de la paloma se originan movimientos oculares
(Yang et al., 2008), En la lechuz;, las neuronas tegmentales ubicadas en torno a la linea
media del tronco encefélico proyf::ctan a la porcidn cervical de la médula espinal (Masino
y Knudsen, 1992). En esta regién tegmental se ha mostrado la existencia de un mecanismo

i

!
“cartesiano” generador de movimientos que se asemeja a lo que se ha propuesto a
1
i

respecto en el tegmento medial de mamiferos (Masino y Knudsen, 1993).

Fl blanco principal de los terminales axonales de las neuronas de la [dmina interna del

GLv parece ser el nicleo puenté medial (Marin et al., 2001). En aves y mamiferos el

H

|
|
|




7
| :

micleo PM, proyecta reciprocanllente al vermis de las folias VI y VII del “cerebelo
visuomotor” (Butler y Hodos, 1996). En monos, las células de Purkinje de estas regiones
cerebelares responden antes de lc:gs movimientos oculares y microestimulaciones en estas
|
dreas son suficientes para produé:ir sacadas (Fujikado y Noda, 1987; Noda y Fujikado,
1987), incluso una vez iniciada la ejecucién de movimientos (Krauzlis y Miles, 1998). En
humanos, se ha confirmado la pa:i'ticipacio'n del cerebelo visuomotor en la generacion de
sacadas mediante estimulacién artificial usando TMS, imageneologia con resonancia
magnética funcional (fMRI) y mapeando lesiones con MRI en pacientes con infartos
(Hashimoto y Ohtsuka, 1995; Hayakawa et al.,, 2002; Ye et al,, 2010). Utilizando un
paradigma conductual que permite aislar las respuestas asociadas a los movimientos de la
cabeza, Suzuki y Keller (1988) imosi:aron que las células de Purkinje de esta regié:n
aumentan la descarga con la velocidad horizontal de la cabeza. Todas estas evidencias

indican que las folias VI y VII d‘:el cerebelo cumplen un rol activo en las conductas de

|
3
orientacion de la mirada. i

!

En la literatura el rol visuomotor;dcl GLv se ha sugerido a partir del trabajo de Graybiel

(1974), que mostro en el gato Ia existencia de una proyeccion del complejo GLv hacia el
nicleo medial del puente. Algunos trabajos mads recientes también sugieren el rol
oculomotor del GLv, con argumentos anatémicos y fisiol6gicos (Harrington, 1997;
Livingston y Mustari, 2000; Livingston y Fedder, 2003; Gamlin, 2006). Livingston y

Fedder (2003) muestran que en el macaco alerta una proporcion significativa (60%) de las

t
v

unidades con respuesta visual del niicleo pregeniculado (nombre que recibe en primates
|

|
el complejo GLv), descargan andanadas de espigas antes y durante la ejecucion de sacadas

oculares y movimientos oculares voluntarios de seguimiento lento de un estimulo visual.




En aves no existen estudios que indiquen o descarten un rol visuomotor para el GLv. Cabe
destacar el trabajo de Gioanni et ial. (1991), donde muestran que en palomas las lesiones
neurotdxicas de este niicleo provc!)can cambios en la ganancia del componente horizontal
del reflejo optocinético. Dicho reflejo es una conducta oculomotora refleja que depende,
en su sensorialidad visual, del sist;ema Gptico accesorio. Este resultado es interesante, dado

que sugiere que el GLv tiene al menos un rol modulador sobre conductas visuomotoras

i
1

reflejas,

Recientemente en nuestro laboratorio hemos encontrado, por primera vez en vertebrados,

una evidencia directa que indica que el micleo GLv tiene un rol en la generacién de
;

movimientos de orientacion de la mirada. Al respecto, nuestras observaciones
!

o
preliminares muestran que al microestimular en un locus especifico del GLv en palomas
|

crénicamente implantadas con un electrodo, la paloma realiza un movimiento de cabeza,
l y
aparentemente orientando el pico hacia el campo visual del locus correspondiente.

.
Ademas, encontramos que el m?vimiento de cabeza va acompafiado de movimientos

oculares. Esto tltimo es interesantje por cuanto la microestimulacion hemilateral en el GLv
|

gatilla una conducta compleja y concertada entre musculos del cuello y de ambos ojos.
]

Sin embargo desconocemos el efecto especifico de la activacion de un locus del

1

geniculado sobre los centros genelradores de los patrones de movimiento. No sabemos de

qué manera se orquestan los movimientos de cabeza y ojos, si obedecen a una conducta
1

tipo evasiva, si es que el animal intenta fovealizar un objeto, si lo intenta picotear o una

combinacion de las anteriores. Por lo tanto se requiere de mas evidencias para abordar

estas interrogantes.
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Hipétesis l
La activacién neuronal en el r;u’lcleo geniculado ventrolateral gatilla conductas de

orientacién de la mirada visualmente guiadas.

§
Objetivos f

Objetivo general:

Establecer y describir el papel quia cumple el niicleo GLv en las conductas de orientacién

de la mirada guiadas por estimulos visuales.
}
;
i

Objetivos especificos:

1

1- Medir el tamafio y ubicaci6n de los campos receptivos del GLv. Estudiar la distribucién

espacial en el GLv de las corrientes sindpticas evocadas por luz,
i

2- Determinar qué subregion del GLv produce una mayor respuesta de orientacion visual
]

frente a los estimulos eléctricos.
4

3- Determinar el efecto de la mif:roestimulacién eléctrica de la lamina interna del GLv

sobre los movimientos de orientacién visual, ojos'y cabeza. Estudiar la dependencia de la

cinemdtica del movimiento de la cabeza con el sitio de la estimulacion, con los parametros
}

del estimulo y con la posicién inilcial de la cabeza.

4- Estudiar la relacién entre la actividad neuronal de la lamina interna del GLv y los

movimientos espontaneos de la cabeza.
!

1
+
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MATERIALES Y METODOS
;
1
|

Stujetos: En esta tesis, se emplearon 44 palomas (Columba livia) adultas de entre 300 y
420 gramos. Se les administr6 comida y agua libremente. Los animales fueron adquiridos
de un proveedor local auntorizado y mantenidos en el vivero del laboratorio. Todos los
métodos usados fueron aprobado?s de acuerdo al protocolo de manejo de especies vivas
para experimentacién y bioseguridad del comité de ética de Ia Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile.
!

Cirugias: Todos los experimentos requirieron de una sesi6n quirirgica previa, en la cual
los animales fiteron anestesiados con ketamina (220 mg por Kg de animal) y xilacina (26
mg por Kg de animal) y luego ﬁmntados en un aparato estereotdxico en la orientacion
estdndar (Karten y Hodos, 1967). Todas las heridas y zonas de presién fueron tratadas con

f

anestesia topica (lidocaina clorhidrato 4%). El electrocardiograma y la temperatura de los
i
animales se tegistraron continuamente durante el procedimiento. Se efectuaron

craneotomias que permitieron el acceso al GLv. Se inserté en el craneo una placa de

E

acrilico que se usé de soporte para los electrodos que fueron implantados crénicamentety

los dispositivos de medicién. Para los experimentos con animales despiertos con la cabeza
|

i
restringida de movimiento, se implantaron pernos de sujecién en la placa de acrilico. Esto
I

permitié inmovilizar la cabeza del animal sin generarle puntos de presién que pudieran

generarle algim dolor. Después de la cirugfa, se les inyect6 antibidtico (enrofloxacino 33
1 t

|
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mg/Kg de animal) y un analgésico antiinflamatorio (ketoprofeno 33 mg/Kg de animal).

Las sesiones experimentales con animales con implantes crénico se iniciaron dos dias

i

después de la cirugfa, y se prolongaron por no més de dos horas, a una frecuencia-de dos

i
sesiones diarias durante una semana.

i
i
!
1
Microestimulacion eléctrica: Sé utilizd una unidad de aislamienio de estimulos de

corriente continua STG4002-1.6mA (Muiti Channel Systems MCS GmbH). Se emplearon

i

electrodos de tungsteno (FHC Inc, Neural microTargeting worldwide) de 1 MQ (probados
a 1 kHz), con un véstago de 125 Iftm de diametro y aislados con una resina epoxi excepto
en la punta (20 pm). En los sitios de estimulacion se entregaron trenes de pulsos de
corriente constaite monofésicé y; en la mayoria de los casos, bifdsica balanceada a modo
de minimizar el dafio tisular. Cadeit estimulo bifdsico constaba de un pulso catodico de 300
us seguido de uno anédico de igt;lal magnitud y duracién. De este modo se construyeron
pulsos bifasicos “cdtodo-primero” (Figura 4). La amplitud de [a corriente, la frecuencia y
i

la duracién del tren de pulsos se e?peciﬁcm en cada experimento. La corriente fue medida
como la caida de voltaje a travésgde una resistencia conectada en serie con el circuito de
estimulacién. Constantemente sTe monitored la corriente inyectada en el sitio de
estimulacién con un osciloscopio (Tektronix TDS 2014B).

Caracterizacion de los campos receptivos: Se construyd un iluminador controlable pc[Jr

un generador de pulsos. El aparato consta de un arreglo de LEDs que iluminan un extremo

de una fibra éptica. A su vez, el otro extremo de la fibra ilumina el lumen de un cilindro

;
i
1
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pulso | pulso !
monofasice bifasico
catddico catodo-primero

[ carga balanceada

|
duracion del estimtile

duracion del pulso
—

!
* intensidad
! dela

{- ; , corriente

niimero de pulsos
duracion del estimulo

frectiencia ==

Figura 4. Pardmetros de los microestimulos eléctricos utilizados. Arriba: se muestran las dos formas
de pulsos utilizados. Abajo: pardmetros de un tren de pulsoes bifésicos balanceados cétodo primero.

de aluminio. Este cilindro es de }0 cm de largo y el interior tiene un didmetro creciente
que va de los 6 mm, por donde eritra la Iuz, a los 22 mm, por donde sale. Este dispositivo
nos permitié iluminar una supelrﬁcie de acrilico opaco de una manera localizada y
homogénea. De esta manera se es!timulé una regién acotada del campo visual, Se situé el
centro del ojo de tal manera que iel eje Optico apunte al centro del campimetro (Nalbach

¥

et al., 1990). Bajo los efecto t;.:le la anestesia (ketamina/xilacina), la variacién de la
orientacién del ojo dentro de la 6rjbita ocular es menor a los 2° (Nalbach et al., 1990). Para
ubicar el campo receptivo de la lamina externa del GLv, en distintas regiones del campo
visual se aplicaron pulsos de luz de 50 ms de duracién (n = 12) y se registr6 el cambio en
la frecuencia de descarga multiunitaria centrado y reducido respecto de la situacién previa

al estimulo visual (Figura 5). La rlespuesta se normalizoé respecto del valor de la regién del

espacio en la cual se obtuvo la méxima respuesta, El tamafio de los campos receptivos se

expresa en términos del radio de 1? curva de isonivel del 80% de la respuesta de la funcién

|
|
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gaussiana 2D que mejor se ajusta a los datos (Figura 13, resultados). Para realizar el ajuste
y comparar el tamario de los campos receptivos ubicados en distintas partes del campo
visual, todos los datos fueron transformados a un sistema de coordenadas de doble
polaridad o sistema de coordenadas de Hess, en el cual azimut y elevacion estan deﬁnidt;s

por ejes independientes. De esta manera 1° en una esfera unitaria corresponde a una

distancia estAndar en cualquier parte de la superficie de la esfera.
|

Porcentaje de la
respuesta maxima

=

) }“‘ /
Figura 5. Determinaci6n del centro y t L’a.mafio del campo receptivo visual de los loci del GLv int, Aqui
se muestran las respuestas asociadas ajun sitio del GLv. Los valores-en escala de grises representan las
respuestas evocada desde esa regién del campo visual expresada en porcentaje respecto de la respuesta
maxima. Estos valores se ajustaron postenormente a una funcién gaussiana 2D y se determiné el

tamaifio del campo receptivo (ver texto) En esta tesis se determiné la ubicacién y se midid el tamafio
del CR. de 17 sitios en el GLv. 1

Andlisis de la densidad de la corriente (current source density, CSD): Se realizé un
transecto en el sentido dorso-vm"ltral abarcando las regiones circundantes del GLv. En
cada sitio, se registro el potencial de campo extracelular {LFP, 3-200 Hz) evocado por luz.
Los estimulos fueron pulsos de luz de 50 ms y se presentaron en una regién amplia del

campo visual. Los promedios de las sefiales de voltaje (12 repeticiones) adquiridas en

1
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cada profundidad fueron alineadofs con el inicio del estimulo visual (ver resultados, Figura
11, LFP grdfico de lineas). Lueg1o se construyeron vectores para cada uno de los puntos
de muesireo (1 kHz) y a cada ' vector se les asigné los valores de voltaje de cada
profundidad en ese instante. Los valores de voltaje de los nuevos vectores fueron
derivados dos veces con respcctcl) al espacio (en este caso la profundidad). Los nuevos
valores obtenidos corresponden a la densidad de la corriente (ver resultados, Figura 11,
CSD grdfico de lineas). Finalmente se alinearon todos los vectores en una matriz que

representa el tiempo en el eje horizontal y la profundidad en el vertical. El valor de cada

punto se expresd con una escalaide cédigo de colores (ver resultados, Figura 11, CSD

grdfico de colores). El program%t para realizar este andlisis de manera automética fue
desarrollado y provisto gentilmen%te por Méaximo Ferndndez en base a lo descrito para cs::a
técnica (Nicholson, 1973; Nicho];son y Freeman, 1975) y posteriormente ajustado. Para  :; |
poder realizar esta técnica, se re:;uiere que la region estudiada tenga una organizacion
anatOmica tal que permita alinear el eje de las profundidades con el gje principal del flujo
de la corriente (Johnston y Wu, 1?95). El GLv es un niicleo organizado retinotGpicamente
en un plano que se extiende rosﬁé-caudal y medio-lateralmente, las aferencias llegan por

ventral, las células eferentes de la 1dmina interna estdn dispuestas a lo largo del eje dorso-

ventral y las eferencias salen por idn:)rsal.

Estimacion de la ubicacion del el[’ectroda: Para situar el electrodo en el cerebro, se utilizd
|

como primera referencia las coordenadas estereotdxicas del atlas de Karten y Hodos
?

(1967). Durante la penetracién, ,se monitorearon las propiedades fisiologicas con un

amplificador diferencial de voltaje (A-M Systems, Inc. Modelo 3600) conectado a un

; |




|
|
| y
amplificador de audio y a un osvliloscopio. Al llegar al tracto dptico se realizé un CSD
{
(ver métodos CSD y resultados! Figuras 11 y 12). Esta técnica se utilizé de manera
rutinaria para ubicar las subregiones del GLv al momento de realizar los experimentos con

los animales anestesiados. Luego se localizd el campo receptivo registrando potenciales
i

evocados en la [dmina externa (ver métodos mapeo). Una vez terminadas las mediciones
i
i

en preparaciones agudas o cronicas, se realizaron lesiones electroliticas inyectando 5 pA

de corriente continua positiva durante 4s. Los animales se sacrificaron al dia siguiente

para que se generara una cicatriz glial en torno a la lesion.

Histologia: Los animales se anestesiaron y se perfundieron con suero salino seguido de

paraformaldehido 4% en amortignador fosfato. Se extrajo el cerebro del craneo y se dej6

superfundiendo en PFA 4% mds sacarosa 30% en amortiguador fosfato (PB) a pH 6,8 por
2 dias. Se removid la duramadre iiel tejido nervioso y el cerebro se congeld a -30°C para
t
ser cortado (60 pm para verificar lesiones y 30 pm para anatomia) con un micrétomo
LEITZ. Las rebanadas se montaron en porta objetos cubiertos con gelatina y lnego fueron
tefiidas con Nissl. Las lesiones eléctroliticas fueron detectadas mediante reconstrucciones
histolégicas con tincién Nissl cg)lorimétrico (violeta de cresilo (acetato), MERCK) o
fluorescente (NeuroTrace® 5004525 Green Fluorescent Nissl Stain, Molecular Probes®).
En ocasiones se verifico la ubicagcién del electrodo sumergiéndolo previamente en 1,7
Dioctadecyl 3,3,3,3'-Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate (Dil), un colorante

fluorescente. Posteriormente se ‘reconstruyd el trayecto del electrodo observando la

fluorescencia emitida por el Dil depositado a lo largo de la penetracién (DiCarlo ef al,,

1996).
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Trazador neuronal: Lainyeccién en el nicleo del puente medial fue hecha a 12,5 mm de
profiundidad en 1,00 anterior y 1,00 lateral, de acuerdo a las coordenadas del atlas de

Karten y Hodos (1967). En el sitio de inyecci6n se ubic6 una micropipeta de vidrio con

una punta de entre 20 y 30 pm. Se inyectd una solucién de CTb 1% (List Biological

Laboratorios, Inc., Campbell, CAa en amortiguador fosfato, Se inyect6 1 pl de la solucién
|

con un sistema de presién (PICOSPRITXER® 111, Parker Instruments). Se dejé que la

| . . . . .
paloma se recuperara de la anestesia y después de una sobrevida de 6 dias se perfundi¢

1

(ver histologfa). Las secciones se lavaron 3 veces por 5 min en amortiguador fosfato con

+
¥

0,75% de cloruro de sodio (PBS) v se incubaron en una solucién de anticuerpo primario
hecho en cabra anti-CTb diluid? 1:10.000 en PBS con 0,3% de triton X-100 (Sigma
Chemical, St. Louis, MO) y 5% de suero normal de conejo durante toda la noche a 4°C.

Luego las secciones se lavaron3 veces en PBS y se incubaron en una solucién de

anticuerpo secundario anti-cabra tconjugado con biotina (Vector Labs, Burlingame, CA)

diluido 1:200 en PBS con 0,3%1Etriton X-100 durante 2 horas a temperatura ambiente.

Luego de tres lavados en PBS, los cortes fueron incubados con el complejo avidina-

1

'
L

!
biotina-peroxidasa (ABC Elite Kit, Vector Labs, Burlingame, CA) diluido 1:100 con triton Pt
X-100 al 0,3% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de 3 lavados con

PBS, las secciones fueron incubaﬂas por 6 min con 0,05% 3.3’ -diaminobenzidina (DAB)

en PB. Se agregaron 0,01% de peirc’)xido de hidrégeno a la solucién de DAB hasta que se
t

alcanz6 una relacién sefial/ruido apropiada. Se lavé con PBS por 30min y los cortes fueron
i

montados en portaobjetos, deshidratados, clareados y cubiertos con medio de montaje

r !

. . . . .
(Entellan® nuevo, MERCK). Lais secciones fueron examinadas con un microscopio de
3

|

i :

i
\‘—‘*
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luz y las estructuras fueron identificadas en base al atlas estereotaxico de Karten y Hodos

(1967).

Medicion de la respuesta conductual: El estado conductual de los animales puede afectar

la métrica de las respuestas gatilladas por la microestimulacién eléctrica (Tehovnik et al.,

2003). Las sesiones se realizaroq en una pieza aislada parcialmente de los sonidos, y con
una baja intensidad de luz para miinirnizar Ia presencia de cualquier estimulo que pudiese
alterar el estado conductual de Ios! animales. Al inicio de cada sesién se control6 el estado
de ias palomas y cuando los anifnales presentaron algiin indicio de estrés o alertividad
debido a la presencia humana, sej interrumpieron las sesiones y se retomaron cuando los
animales volvieron a un estado die tranquilidad. Se utilizaron dispositivos adosados a la
cabeza de los animales para metilir los movimientos de la cabeza y de los ojos. Estos
sensores pesaron entre 0,6 g el inds liviano vy 5 g cuando se utilizaron todos juntos y
constituyeron entre el 3% y el 15 % del peso de la cabeza y el cuello de las palomas. Todos
los animales toleraron répidamen'lte los instrumentos situados en sus cabezas sin ninguna
molestia evidente, aun después dé largas sesiones en esa condicion.

r

Cdmara de video infrarrojo: Se ;emple() un sistema de seguimiento ocular no invasivo
; ;
basado en una videocamara infrall‘roja (resolucion de pixeles 320 x 240). En la condicién
de cabeza libre, la cAmara (2 g) se; adhiri6 a la cabeza del animal para que cdmara y cabeza
se muevan de manera solidaria. Las sefiales de video se grabaron a 60 Hz a través de un
programa (ViewPoint EyeTrack!er®, Arrington Research) de andlisis de imagen que
identifica el pixel de la imagen correspondiente al centro de la pupila (método de deteccion

1
de pupila oscura). Se determind la relacién entre el tamafio del plano enfocado y la
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sam w e dAman
—

distancia de enfoque (Figura 6 A.). En cada experimento, se midié la distancia entre el
sensor de la cdmara y la cérnea de la paloma. Luego se interpolé el tamaiio del plano
enfocado correspondiente. El desplazamiento del centro de la pupila se estim6
multiplicando el tamafio del planci enfocado por la posici6n relativa del centro de la pupila
en cada uno de los dos ejes del planc enfocado (distancia estimada, DE; Figura 6 B). La
resolucién angular informada por el manual del programa de anilisis es de 0,5° medido

en humanos. Las dimensiones de los ojos de una paloma son distintas a las de los ojos
I

humanos, por lo tanto se calculd la resolucién angular del sistema de medicién adaptado
H

i
para una paloma y fue de 1°. A 'continuaci6n se detalla el célculo (la abreviaciones se

definen en la leyenda de la Figur'c; 6).

relacién TPE o¢ DCPE para ¢l eje menor de la cdmara:
TPE = 0,36 X DCPE + 0,09

i
La méxima DCPE empleada fue de 1,9cm
= TPE4. = 0,36 X 1,9+ 0,09
= TPEjs, = 0,774cm

unidad minima informada por el programa de analisis = 0,01
DE, i, = 0,01 X TPE s, = 7,74 X 10 3cm

didmetro axial del ojo de palomas adultas (DA)
DA = 1,17cm;/desviacién estandar = 0,03;n = 13

factor de correccion (FC) que co‘nsidera la insercién de los miisculos que mueven los ojos

. 1
CER = DAX FC = 1,17 x5 = 0,59
' DE, .. 7,74 x 10-3 ‘
T | min = ai -1 »
= s |( CER ) st ( 0,59 )

o=~ 1°

i
|
1
!
|
{
]
}
i
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Figura 6. Determinacion de la rotacion ocular medida con una videocémara IR. A: Determinacién de
la relacién entre el tamafio del campo enfocado (TPE) y la distancia entre la cimara y el plano enfocado
(DCPE). B: Rotacién ocular (¢} calculada en base al desplazamiento estimado (DE) del centro de la
pupila.

i :
Sensor de campo magnético: Para;medir las contracciones y relajaciones de la musculatura
I

det cuello (Figura 15y 16) y la létencia de los movimientos oculares se utiliz6 un sensor
i

de campo magnético (ZX-MAGNETIC, magnetic field sensor borrad, innovative

experiment). Esta tarjeta posee un sensor de efecto de hall (UGN3503) que detecta

I
cambios en Ia densidad del flujo magnético. La salida de la tarjeta es un voltaje DC relativo

t
a la densidad del campo magnétic':o. Todas las mediciones realizadas con este dispositivo
fueron hechas con una frecuencia de muestreo de 10 kHz y posteriormente filtrada de

acuerdo al fenémeno estudiado. Se ados6 un disco de iméan de 5 mm de diametro en la

superficie de la musculatura del cuello y sobre la piel que recubre la porcién dorsal del

ojo. Se ubicé el sensor (0,5 g) a:pocos milimetros del imén y se conectd a la tarjeta de
l

adquisicion.

I
i
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Cdmara de video de alta velocidad: Se ancld una luz lser (sacado de un puntero laser) a

|
la cabeza del animal alineando el (haz de luz con el pico. Se ubico al animal en la posicién
i

estereotdxica (Figura 7). Se apagé la luz y se filmé la posicién del laser en la semiesfera

antes, durante y después de la estimulacién. Se grabé a 250 cuadros por segundo {cps) y

i
a 500 cps. El inicio de la filmaci6n se sincronizé con el sistema de estimulacion, dejando
un buffer para el tiempo previo. Este sistema se utilizé para medir los movimientos

inducidos por microestimulacién eléctrica con distintas posiciones iniciales de la cabeza

y algunos movimientos con la posicion inicial fija. Adicionalmente, sirvi6 para calibrar

los dispositivos inerciales y permgitic’) monitorear en tiempo real la posicién de la cabeza

(Figura 7). E

Mediciones inerciales: A finde eétablecer la métrica de los movimientos inducidos por la
!

microestimulacion, utilizamos sensores de mediciones inerciales, acelerometros lineales
y giréscopos. En los experimentos con microestimulaciones eléctricas, se utilizo una

El

unidad de medici6n inercial (IMU) consistente en un acelerémetro lineal 3D andlogo
(ADXL335, ANALOG DEVICEiS) y un giréscopo 3D digital (ITG-3200, InvenSense)
montados en una placa de 2 x 2 cm (3 gramos). Este dispositivo se ancld firmemente a la
cabeza del animal, de modo qué el IMU y la cabeza se movieron solidariamente (ver
Figura 7). Estas placas se conectaron a un microprocesador (arduino uno,
http://www.arduino.cc/), el cual envi6 los datos a un computador a una taza de 1 kHz,
donde fueron almacenados y analizados post hoc. Los parametros del algoritimo de andlisis
en base a la posicion del rayo laser proyectado desde la

!

cabeza del animal. Los cédlculos die la orientacidn final de la cabeza calcuilados con el IMU

fueron calibrados empiricamente

y con el laser mostraron una diferencia menor a 2°.
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Figura 7. Experimento de microestimulacién del GLv con la cabeza libre. A: diagrama de flujo del
proceso de adquisicién y procesamiento de los datos. B: esquema que muestra la configuracion
experimental de la instrumentacién y de las conexiones empleadas para la adquisicion de los datos.
Las etapas de la adquisicion se enumeran de acuerdo a la sucesion de los eventos.
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Andlisis de datos: Los movimientos de la cabeza observados en las palomas se pueden
descomponer en rotaciones y traslaciones. Al girar y trasladarse la cabeza, la orientacién
de la mirada cambia. Como ul;a e:lproxirna'cién de Ia direccién de la mirada de la paloma
utilizamos el eje X del ace]erémietro, el cual fue alineado con la direccién del pico del
animal (Figura 7). La posicion y%]a orientacién instantinea se calcularon integrando los
datos inerciales del instante previo. La aceleracion lineal (a) fue medida con un

acelerémetro de tres ejes (XYZ) y la velocidad angular (@) con un giréscopo de tres ejes
i
(OOF). Debido a la acumulacion del error (medido con un laser y una videocimara, ver

¢

mediciones inerciales y Figura 7?) en las determinacion de la trayectoria fue necesario
implementar un algoritmo que m?m'mice el error hasta obtener una congruencia entre los
valores determinados de manera independiente con el IMU y con el sistema laser
imageneol6gico (ver Figura 7). Para llevar a cabo el proceso que comprende la
adquisicién de datos inerciales ¥ la determinacién de los pardmetros cinemdticos del

movimiento de la cabeza se desarrollaron 5 archivos de codigo fuente escritos en lenguaje

de programacién Python (versiéni2.7.9 disponible en hitp://www.python.org) enbase alo

descrito por Borenstein et al. (20}09) y por Woodman (2007). El cddigo de los archivos
‘ 5
adquisicién_IMU.py, trayectoria ' IMU.py y parte de funciones IMU.py fue desarrollad

gentilmente por Bryan Reynaert.! A continuacién se describe brevemente la accién que

|
realiza cada uno de los programai}s (ver Figura 8) y en el apéndice se muestra el cédigo
1

fuente comentado. )
l

adquisicion_IMU. py: Inicializa la comunicacién serial con el arduino, adquiere la
{

informacidn sincronizada con una sefial para gatillar un evento y almacena los datos eln

H

un archivo con 7 columnas en formato CSV (comma-separated values). Las primeras 3
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columnas corresponden a la sefiales de los ejes equis (x), i griega (y) y zeta (2)
provenientes del acelerémetro linieal. Las columnas 3, 4 y 5 corresponden a los ejes fi (¢),
teta (0) y psi () respectivamente iie velocidad angular medida con el giréscopo. La uiltima
columna corresponde a una seﬁztl que permite sincronizar los datos inerciales con el
estfmulo eléctrico.
trayectoria_IMU.py: Restala s;eﬁ al basal del giréscopo previa al estimulo. Luego filtra las
velocidades angulares igualando|a cero aquellos valores inferiores a 4 °/s (elimina la

acumulacién del error debido al;rirido). Calcula la orientacion integrando la velocidad

angular con respecto al tiempo. La aceleracion lineal expresada en bits entregados por el
!

microprocesador arduino es trarixsfonnada a valores de voltaje y luego “a” veces la
aceleracion de gravedad (g). La eilceleracién lineal se snaviza calculando la media mévil

central con n = 7. Las sefialeside aceleracion contienen una componente debida al
1

movimiento del sensor y otra deb:ida a la aceleracion de gravedad, la cual se descompone
en los fres gjes del acelerémetro ciepcndiendo de su orientacién, El filtro complementario
permite descontar la aceleracion de gravedad a las sefiales acelerométricas utilizando la
orientacion calculada a partir del giréscopo (muy preciso y no es susceptible a fuerzas
externas) y del acelerometro (no acumula error experimental), Posteriormente se igualan

a cero todos los valores de aceieracién inferiores a 0,035 G (eliminacién del ruido).

|

Finalmente se integra dos vecesila aceleracién con respecto al tiempo para obtener la

i

posicion del sensor. Todas las integraciones se realizan con el método numérico de laregla
'

|
del trapecio. La frecuencia de muestreo para ambos dispositivos inerciales fue de 1 kHz.
I

deteccion_IMU.,py: Como una medida de la orientacién de la mirada, se calcula la
i

proyeccién del eje X del acelerémetro sobre una esfera de 30 cm radio, que se mantiene

}
|
}
|
t s
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!
|
fija durante el movimiento de la Eabeza, a partir de Ia posicion y la orientacién del IMU

(vector pico o pIMU, ver Figura 7") Luego se calcula la distancia ortodrémica entre pIMU

y pIMU en ¢l instante previo, como una medida del desplazamiento angular de la mirada.

!
La distancia ortodrémica permite .expresar el desplazamiento angular, de modo que 1° en

una esfera unitaria corresponde a Lna distancia estdndar en cualquier parte de la superficie
de la esfera. El'inicio y el términz) del movimiento se determinaron en base a un criterio
de umbral de velocidad angular dEe 20 °/s. |
parametros_IMU.py: Calcula el tliempo transcurrido entre el inicio del estimulo y el inicio
del movimiento, latencia; la distziincia ortodroémica entre pIMU en el instante inicial y el
momento final del movimientc;, amplitud; la velocidad méxima; la duracidn del
movimiento y la direccion. La dir:eccio'n se expresa en grados, con 0° para el movhnienfo
vertical hacia arriba, 90° para eJIl movimiento netamente horizontal hacia la direccion
confralateral al sitio estimulado, -90° para movimientos hacia ipsilateral y 180 o -180°
para movimientos hacia abajo. g

funciones_IMU.py: Se definen flimciones y variables utilizadas en trayectoria IMU.py,

deteccion IMU.py y parametros _}IMU.py.
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aceleracion | adquisicion_IMU.py |
velocided = lineal instantanea L |
e || ety rmaconay g
L2105 4104 X:iY:ii2: .
[*s) [ bits > voits > 9]
suavizado mediante
la media movil central n=7
aceleracion suavizada
X : v- Tz
""" Tel” =
of<umbral = (=0 | || #wocomplementario | |— wayectoda IMU.py |
fw(at BRSNS
aceleracion sin la normal (a)
Xi:¥Y.: 2
(gl
afl) <umbral = a(t) =0
Fa(e®t
orientacion Mﬂi'\ —
o tie e || I XYz —
""" G et | Rl

proyeccion de un vector alineado con el pico del
animal (pIMU) en una esfera de radio definido

—
.
—

cinematicos cel — | parametros_IMU.py ‘

Figura 8. Anilisis de los datos adquiridos con el sistema de medicién inercial (IMU). Amarillo,
magnitudes calculadas y entre corchetes se muestran las respectivas unidades. Rectangulos con linea
discontinua, sefiales adquiridas y procesadas. Verde, funciones que se aplican a las sefiales. Azul,
archivos de codigo fuente (con corchetes se indica la etapa del proceso en la cual intervienen).

Andlisis estadisticos: Se realizé un estudio paramétrico para determinar el efecto de los
parametros de la microestimulacion eléctrica sobre los parametros cinematicos de los

movimientos de la cabeza (Figuras 19 y 22). Se confeccionaron curvas estimulo-respuesta,
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las cuales fueron ajustadas a una funcién exponencial (R = [R, — Meseta] x e~ P/7 +

Meseta) o a una funcién sigmoide (R = [Meseta™ X p™]/[Kos™ + p™]) segin el caso. R:
respuesta (calculada con el proérama parametros_IMU.py, ver andlisis de datos). p:
pardmetro del estimulo (ver Figjura 4). Ry: respuesta evocada cuando p =0, Meseta:
meseta de la respuesta. 7: constante de tiempo. K s: valor de p cuando R corresponde ala
mitad de la meseta. n: coeficie%te de Hill. Todos los ajustes a las curvas estimulo-
respuesta y los célculos estadisticos se realizaron con programa GraphPad Prism 6

(GraphPad Software, USA.).

Ablacién del tectum dptice: A 5 palomas se les extirp6 el tectum éptico ipsilateral a los

electrodos implantados en el GLv|(10 sitios en el GLv. Una vez implantados los electrodos

en el GLv y realizadas todas las 1lrnediciones, los animales se anestesiaron y se siguieron

todos los procedimientos rutinarios de cirugia que se detallaron previamente, Se realizd
i

» .- I » »
una craneotomia en la regién temporal para acceder al tectum. Se extirpd el TeO con una
‘ |

pipeta de Pasteur de vidrio estcﬁiizada con la punta doblada y acoplada a una manguera,
!

una trampa de vacfo construida ccjm un kitasato y una bomba de vacio (BOECO Germany,
R-300). Se rellend el espacid con}un hemostatico local absorbible de gelita y se sell6 con
cera de hueso. Luego de dos dfas de recuperacion, los animales fueron sometidos a las
mismas mediciones realizadas z!mtes de la ablacién. En la Figura 9 se muestra la
reconstruccion histolégica de un caso de ablacion tectal. En el recuadro B se observan dos

perspectivas del encéfalo, donde se aprecia que una porcién del tectum anterior

permanecio intacta después de lalablacion. Los electrodos implantados en el GLv de este

o ot et rr———
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animal estan en loci representados en la porcién del TeO que fue extirpada, regiones

intermedia y posterior.

Figura 9. Reconstruccion histolégica de un caso de ablacion del tectum éptico ipsilateral al electrodo
implantado en el GLv. A: La serie avanza de posterior a anterior hacia la derecha y hacia abajo. B:
Vista posterior y lateral del encéfalo con la ablacién del TeO izquierdo. La barra de calibracion es la
misma para A 'y B.
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H
1

. , - | .
Deteccion de los movimientos espontdneos de la cabeza :
}

; .
Se registr6 la aceleracién linealjy la velocidad angular de la cabeza (Figura 10). La

configuracién experimental en csﬁtas mediciones fue la misma que la que se indica en la
Figura 7. Se utilizé el acelerémetfro ADXL335 (ANALOG DEVICES) y el giréscopo 3D
analdgico LPY503AL (ANALO(_EI DEVICES), ambos conectados directamente a la tarjeta
de adquisicion (Nacional Instru%nents PCI-6024E). Se analizaron los 3 componentes
lineales y los 3 componentes mgu]ares del movimiento de manera separada. Para cada
sitio estudiado, contamos como m‘inimo con una hora de registro en presencia de luz y una
hora en oscuridad. En ambas condiciones se registr6 al animal con y sin los efectos del

H

farmaco apomorfina, un agonista de dopamina que genera un aumento de la actividad

J
motora en las palomas (ver seccion siguiente). La duracién del movimiento de la cabeza

13

se contabilizé a partir del momento en que cunalquiera de sefiales correspondientes a la

velocidad o aceleracién mostraralun cambio superior a 2 veces el cuadrado de la raiz del

promedio de la sefial (rms). El término del movimiento se situé en el momento en que
I
todas las sefiales alcanzaron valores menores a 3 veces el rms de la sefial que viene a

continuacion. En la Figura 10 se n'jlucstra un evento del mévimiento de la cabeza. Ademds,
| 1
se utilizd una cdmara de vide}o digital (SONY, DCR-SX45) para monitorear los

movimientos de la cabeza de los animales. Las filmaciones fueron hechas a 60 Hz. Estas
i

nos permitieron verificar la direccion del movimiento y a qué tipo de conducta
i

corresponde cada movimiento registrado (cambio de orientacién de la mirada, picotazo,

agitacion de la cabeza, etc.). Conjuntamente se regisiré la actividad multiunitaria en la

lamina interna del GLv (Figura 10, traza inferior).

.
{
I
?
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Figura 10. Registro multiunitario en 1a limina interna del GLv asociado a movimientos de la cabeza,
Se muestra un evento de movimiento de un animal en la condicidn fotGpica bajo los efectos de la
apomorfina, Se registraron 6 sefiales correspondientes a velocidades angulares y aceleraciones
lineales. La actividad multiunitaria registrada en la Iémina interna del GLv estd filtrada digitalmente
por sobre los 300 Hz. El asterisco corresponde a una espiga que se muestra ampliada en el tiempo.
aceX, aceY, aceZ, ejes X, v, z del acelerémetro. girX, girY, girZ, ejes x, y, z del giréscopo. La
frecuencia de muestreo de los sensores inerciales fue de 1,6 kHz para los ejes x e y del acelerometro,
550 Hz para el eje z del acelerémetro y de 140 Hz para cada uno de los 3 ejes del giréscopo. Abajo
a la derecha se muestra la barra que corresponde a la escala temporal de las 7 sefiales sincronizadas.

Aplicacién del agenista
Los animales despiertos con implantes crénicos, al ser inmovilizados, después de alguno
minutos experimentan una disminucion en los movimientos de la cabeza y en ocasiones
se duermen. Para activar a los animales en estas condiciones se les inyectd

intramuscularmente (3 mg/Kg de animal) un agonista de dopamina (R-(-)-Apomorfina

clorhidrao hemihidrato, SIGMA-Aldrich) a una concentracidn de 5 mg/mL en suero salino
i

estéril. Se ha descrito que la apomorfina induce comportamientos estereotipados en

palomas adultas (Goodman, 1981).

f
!
|
|

!
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RESULTADOS

—— e p—

i

Andlisis de la densidad de las co;-rientes evocadas visualmente

Al registrar los potenciales de carfnpo a lo largo un transecto dorso-ventral que incluye al
GLv, se observaron potenciales ievocados por luz producto de las masivas aferencias
visuales que presenta este niicleo.Considerando la topografia del GLv descrita en trabajos
previos (Crossland y Uchwat, 1975'9; Guiloff et al., 1987; Mpodozis y Karten, 2004; Vega-
Zuniga et al., 2014) es posible hiacer un andlisis de la densidad de corriente (CSD, ver
métodos) producida por las sinap'isis activadas por luz. Se estimuld con un flash de luz en
cada uno de los puntos de regisg:ro y se midio el potencial local de campo (LFP). Se
observaron dos sefiales caracteris}iticas (Figura 11). Una de ellas corresponde a una fuente
de corriente ubicada en la lamina interna y la otra a un sumidero ubicada entre 250 y 300

|

um hacia ventral, en la limina externa. La posicion del electrodo fue corroborada
1

posteriormente mediante lesione;s electroliticas (n = 29 lesiones en 19 animales). j;“

realizar 36 CSDs (Figura 12, n - 36 transectos en 19 animales), encontramos un patrén

caracteristico en todas las penetraciones. Una fuente de corriente en la ldmina interna y un

sumidero en la 1dmina externa. De esta manera, las sefiales fisiologicas (fuente y sumidero

de corriente) se utilizaron en esta tesis como referencia para localizar in vivo las

¥

subregiones del GLv.

P
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perfil LFP CSD CSD
gréfico de linea gréfico de linea gréfico de color

m\l’n'ml'l'l2

flash |200pv  flash |20 mV/mm® flash 100 ms

Figura 11. Anilisis de la densidad de la corriente a lo largo del eje dorso ventral del GLv. A la
izquierda se muestra una microfotografia a 10X de la lesion electrolitica hecha en la limina interna del
GLv. Con una linea continua vertical se indica la orientacion del transecto realizado. Se muestran cada
uno de los 21 sitios de registro ubicados cada 50 pm. La segunda columna indica el potencial de campo
evocado por luz en cada profundidad. La tercera columna muestra el curso temporal de la densidad de
corriente en cada punto de registro. En la columna derecha, el CSD expresa la densidad de la corriente
con el codigo de colores que se indica a la derecha del gréfico. Con una linea vertical continua se indica
el inicio del pulso de luz. La escala temporal para el LFP y para el CSD se muestra en el extremo
inferior derecho.

CSD promedio

densidad de la
corriente
normalizada

1,0

Figura 12. Promedio (n = 36) del
analisis de la densidad de la corriente

0 a lo largo del eje dorso ventral del
GLv. La explicacion de esta figura es
la misma de la Figura 11.

flash 100 ms
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Caracterizacidn de los campos receptivos

Al monitorear el LFP en el GLv con parlantes de audio, enconiramos que la intensidad de
la respuesta visualmente evocadzi' variaba dependiendo de la regién del campo visual en
la cual se situaba el estimulo. Para caracterizar esta respuesta medimos el LFP evocado

I

ubicando la fuente de luz en distintas zonas del campimetro (ver métodos). Se ubicé el
electrodo de registro en la Ién;lina externa del GLv, en base al perfil fisiolégico
caracteristico que revela el CSD, y medimos el LFP evocado ubicando la fuente de luz en
distintas zonas del campimetro {(ver métodos). Encontramos que para cada locus la
respuesta visual tiene un méxi'rn()" en una region acotada del campo visual y la intensidad
de la respuesta decae a medida ;que el estimulo se aleja del centro de esta region. Se
confecciond un mapa para las respuestas de cada sitio del GLv ajustando el pico del LFP
evocado y se determind el centro; y el ancho del campo receptivo (Figura 13, izquierda;

!
ver métodos). Se encontré que el 80% de la respuesta maxima estaba restringida a una
1
region de 8° de radio en promedio. Tomando en cuenta que la region frontal del campo
visual de la paloma tiene una mayor representacion en el GLv que los campos excéntricos

(Crossland y Uchwat, 1973), evlaluamos si habia diferencia de tamafio entre los CRs
(Figura 13, derecha). Encontramos que el radio de los CRs frontales (X = 6° n=9 locus
en 7 animales) fue signiﬁcativamé:nte menor (Mann — Whitney U = 14; P < 0,05) que

el radio de los CRs més excéntricos (X = 10°,1n =8 locus en 7 animales).

|
|
I

B




33

Campos receptivos del GLv

2000

-

1750}

1500

1250+

1000

750}

N

. [ ;
250+
i,

Angulo sélido del 80% de |a respuesta maxima (grados )

CR excéntricos CR frontales

Figura 13. Ubicacién y tamafio de los campos receptivos frontales (rojos) y excéntricos (verdes) del
GLv. Izquierda: Ubicacion del centro del campo receptivo de 17 loci del GLv, 9 frontales y 8
excéntricos > 54° respecto de la proyeccion del vector conformado entre la linea interauricular y la
punta del pico (cruz). El tamafio de los circulos representa el angulo sélido conformado por la curva
de isonivel (ajuste gaussiano 2D) del 80% de la respuesta méxima (ver Figura 5, métodos). Los
cuadrados negros representan el centro aproximado de campos receptivos de los cuales no se midié su
tamafio. Derecha: diagrama de cajas que muestra las diferencias de tamafios entre los campos frontales
y los campos excéntricos.

Movimientos oculares en animales con la cabeza restringida de movimiento

Evaluamos el efecto de la microestimulacion eléctrica en distintas regiones visuales sobre
la orientacion del ojo contralateral dentro de la orbita ocular. Las palomas anestesiadas
fueron ubicadas en un estereotaxico en la posicion estandar (Nalbach et al., 1990) y se
instalé un sistema de seguimiento ocular basado en una cdmara infrarroja (ver métodos).
Introdujimos en el cerebro de las palomas (n = 3 transectos en 3 animales) un
microelectrodo a lo largo de un transecto en el sentido dorso-ventral desde el telencéfalo
hasta el tracto 6ptico y luego realizamos otro transecto en el TeO del mismo animal

(Figuras 14). En el primer transecto microestimulamos eléctricamente en 7 regiones en
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las cuales encontramos potenc:iales evocados por luz. No encontramos cambios
significativos en la posicidn del oijo al estimular las regiones telencefélicas con respuesta
visual, el tracto éptico y los distintos estratos del tectum 6ptico, el principal centro visual
primario de las aves. En el TeO, a%l aumentar la amplitud del estimulo sobre cierto umbral
observamos que el animal Ievanfté la cola y las plumas del cuello, desarrollando una
respuesta de alertividad. Tampocé) encontramos efecto en la posicidn del ojo al estimular
el niicleo mesencefilico lateral parte dorsal (MLD), un relevo sensorial auditivo. En uno
de los casos, en el micleo DLL '(uno de los 5 nicleos del complejo GLd de las aves;
Giintiirkiin y Karten, 1991) encointramos una respuesta de 1° de desplazamiento ocular
(cercana al limite de resolucién de la técnica) y en dos de los casos en el nicleo rotundus
(Rt, relevo sensorial entre el TeO y el telencéfalo visual; Karten y Hodos, 1967) el
desplazamiento fue de 1 y 2°. C01|1sistcntemente en los 3 casos estudiados, la estimulacién

en la zona ubicada entre el Rt y el GLv generd movimientos de casi 4° de amplitud y en

el GLv los movimientos oculares fueron de alrededor de 5°, que fue la maxima amplitud

encontrada a lo largo del transecto y la regién en donde se realiz6 una lesion electrolitica

para verificar la posicion del electrodo. Estos resultados demuestran que la estimulacion
1
i

eléctrica en estructuras que constituyen relevos sensoriales (MLD) y visuales (Wulst, LSt,
!

TrO y TeO) no es suficiente para evocar movimientos oculares en la paloma. Si bien en

mads de una estrictura visual se generaron movimientos de orientacién visual (DLL, Rt y
{

GLv), éstos ocurrieron en el GLv{con mayor consistencia y mayor amplitud.

.
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Figura 14. Efecto de la microestimulacién eléctrica en estructuras visuales sobre la posicién del ojo
contralateral. Izquierda: Se muestra la marca fluorescente dejada por el electrodo embebido en Dil.
Derecha: Se aplicé un tren de pulsos catédicos monofasicos (300 pA, 300 Hz, 300 ps) en las fibras de
proyeccién del GLv y en siete estructuras con actividad visual: Hyper pallium apicale o Wulst visual,
LSt, DLL, Rt, GLv, TrO y TeO (Estructura compuesta por SOp, SGF, SGC y SAC). En (continiia)
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cada uno de los puntos de estimulaciéri se muestra el promedio {comp. vertical azul y comp. horizontal
natanja) del desplazamiento vertical y horizontal del ojo contralateral. Se muestra uno de 3
experimentos realizados, Se rcahzaron 10 repeticiones para cada sitio de estimulacién. El error
estdndar se muestra con una banda (comp vertical celeste y comp. horizontal naranja claro) en tomo
al promedio. Cada par de lineas punteadas indica el inicio y el término del estimulo. Abreviaciones;

mesopallium (M), nidopallium (N), fasciculus prosencephali lateralis (FPL), tractus quintofrontalis
{QF), Ansa Ienticulares (Al), nucleus‘ triangularis (T), nucleus habenularis (H), infundibulum (Inf),
lateral striatum (LSt), nucleus rotundu.s‘ (Rt) y Nucleus dorsolateralis anterior thalami pars lateralis
(DLL), tectum 6ptico (TeO), stratum apttcum (SOp), stratum griseum et fibrosum superficiale (SGF),
stratum griseum centrale (SGC), stmtum album centrale (SAC), nucleus mesencephalicus Interalis
pars dorsalis (MLD), ventriculus (V) nucleus isthmi pars parvocellularis (Ipc), nucleus isthmi pars
magnocellularis (Imc), brachium colliculi superioris (BCS).

Para evaluar si la amplitud de los;movimientos oculares se ve disminuida por el efecto de
la anestesia, estimulamos la Iémirfla interna del GLv en un animal despierto con la cabeza
restringida (Figura 15, Tabla 1, n:‘= 2 sitios en un animal). La restriccién del movimiento
se logré mediante el uso de pernoé implantado en el crdneo, con la finalidad de no generar
puntos de presion en el animal que pudieran generar dolor. Se midid la posicién de ambos
ojos con el mismo sistema de seguimiento ocular ocupado en la Figura 14, Encontramos
que la estimulacién evoco movimientos no conjugados de ambos 0jos y con una direccién

y con una amplitud que no varié significativamente cuando los pardmetros de la

estimulacién permanecieron constantes. Para los dos sitios estudiados Ia amplitud del
desplazamiento ocular fue de 5° iy 2° para el ojo contra lateral y de 6° y 3° para ¢l ojo
ipsilateral (ver Tabla 1), En el Izuﬁmal despierto no hubo un aumento evidente de Iva
amplitud de los movimientos ocujlares evocados eléctricamente en el GLv. Sin embargo,
observamos contracciones musculares en la region del cuello del animal evocadas

i
eléctricamente, un efecto que ya se apreciaba mas levemente en los animales anestesiados
i i

al estimular ¢l GLv con estimulos subumbrales para los movimientos oculares.

—~
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Figura 15. Movimientos oculares de ambos ojos evocados al microestimular eléctricamente un animal
despierto con la cabeza restringida de movimiento. Los ojos ipsilateral y contralateral hacen referencia
a la ubicacion del electrodo implantado en el GLv. La simbologia de las trazas es la misma utilizada
en la Figura 14. Las bandas verticales grises corresponden a la duracion del estimulo (tren de pulsos
bifasico catodo-primero, 300 pA, 300 Hz, 300 ps pulso, 300 ms tren).

Activacion de la musculatura del cuello en animales anestesiados

A continuacion realizamos experimentos agudos en animales anestesiados para
determinar con mayor precision espacial la regiéon desde la cual se evocan las
contracciones contracciones musculares del cuello que observamos en los experimentos
previamente mencionados. Estas contracciones se midieron registrando el desplazamiento
de un iman adosado a la superficie de la musculatura del cuello. El cambio de la posicién
del iman se detectd con un sensor magnético (ver métodos), lo cual se traduce en un
cambio de voltaje. Se realizaron transectos a lo largo del eje dorso-ventral del GLv. Para
cada penetracion, se utilizo el CSD como referencia para determinar la ubicacion de las
respectivas subregiones del GLv. En la Figura 16, se muestra uno de los casos. Al
estimular eléctricamente entre 500 pm por sobre el centro de la ldmina interna y 300 um
mas abajo con pulsos catodo-primero, se observaron contracciones de la musculatura del
cuello. El pico de la respuesta se situ6 100 um por sobre el limite dorsal de la l14mina
interna del GLv. Al normalizar los valores de voltaje para cada una de las penetraciones

(n =7 transectos en 3 animales), encontramos que la region en la cual se genera el mayor
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pico de contraccion esta 200 pm por sobre el centro de la ldmina interna (Figura 17). Esta
region es donde se encuentran los conos axénicos de las células de proyeccion de la lamina

interna del GLv y es de donde surge el tracto eferente del GLv (TrGLv; Vega et al., 2015).

contraccién de la
musculatura del cuello

GLv ext

flash 10

Figura 16. Efecto de la microestimulacién eléctrica en el GLv sobre la contraccién muscular del
cuello. A la izquierda se muestran el CSD correspondiente (ver métodos) con el eje espacial a escala
con la foto y alineando la fuente y el sumidero de corriente con la lamina interna y la lamina externa
del GLv respectivamente (asteriscos). Al centro, las lesiones electroliticas y la ubicacién de los 12
sitios de estimulacion, separados por 100 pm. Verde, la tincién fluorescente Nissl. Azul, la tincién
fluorescente DAPL En la imagen se aprecian las dos marcas de color celeste, estas corresponden a las
cicatrices gliales, producto de las lesiones electroliticas (asteriscos). Las lesiones se efectuaron en la
lamina interna y en la lamina externa, en base a los datos obtenidos por el CSD. En todos los puntos
de estimulacion se aplic6 un tren de pulsos bifésicos catodo-primero (150 pA, 300 Hz, 300 pus pulso,
300 ms tren). A la derecha se muestra el curso temporal del cambio voltaje del sensor magnético como
una medida del cambio de posicién del imén adosado al musculo. En rojo se muestra el promedio para
cada sitio y con una franja rosada en torno al promedio, se muestra el error estandar (n = 10
repeticiones). La franja gris indica la duracién del estimulo. La microfotografia fue sacada a 4X. Las
abreviaciones son las mismas que en la Figura 1.
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Figura 17. Region que genera la maxima respuesta muscular del cuello frente a la estimulacién
eléctrica a lo largo de un transecto en el GLv. Se realizaron 7 penetraciones en 3 animales, 3 de las
cuales se confirmaron con lesiones en las ldminas interna y externa. En todos los casos el estimulo y
la metodologia fue la misma que se detalla en la Figura 14. A la izquierda se muestran los CSD de
cada una de las 7 penetraciones alineados por el centro del sumidero de la corriente. En cada CSD
los valores de la densidad de corriente se normalizaron entre 1 y -1 en relacion a los valores maximos
y minimos respectivamente. A la derecha se muestra el promedio del valor del pico de la respuesta
para cada profundidad. Las barras de error representan el error estindar. Los valores de voltaje para
cada penetracion fueron normalizados respecto del valor del pico méximo alcanzado en ese transecto.
Los valores de profundidad, estan referenciados al sitio correspondiente al centro de la ldmina interna
del GLyv, estimado en virtud del CSD. La linea punteada negra superior indica el punto de maxima
respuesta. La linea punteada negra inferior muestra el punto en el cual fueron alineados los 7
experimentos.

Cambios de orientacion de la mirada evocados eléctricamente en animales despiertos

Se ha descrito que previo al inicio de los movimientos de la cabeza gatillados en FEF
(Elsley et al., 2007) y en el CS (Guitton et al., 1980; Roucoux et al., 1980; Corneil et al.,
2002a; Corneil et al., 2002b) del mono, ocurren contracciones en los musculos del cuello.
Dado que la microestimulacion eléctrica en el GLv (Figuras 16 y 17) genera contracciones
de los musculos del cuello de la paloma, implantamos cronicamente electrodos en la
lamina interna del GLv para evaluar el efecto de la microestimulacién eléctrica sobre la
orientacion de la mirada. Medimos la posicién de los ojos dentro de la érbita ocular con

una camara infrarroja adosada a la cabeza del animal y la posicion y orientacion de la
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cabeza con dispositivos de medicion inercial (ver mérodos). Como una primera
- ., » J . . ~ . . .
aproximacién, solo analizamos los distintos componentes de las sefiales inerciales sin

integrarlas (Figura 18).

I
Hallamos que la estimulacién de un locus del GLv gatilla movimientos oculares de ambos
ojos y de la cabeza (n = 4 sitios en 3 animales). Al igual que en los casos con la cabeza

restringida, al estimular en un rpismo sitio, los movimientos oculares exhibieron una
1

: i

amplitud y direccion del movimiento constantes cuando los pardmetros del estimulo se
i

mantuvieron fijos (Figura 18). T?nto la direccién como la amplitud variaron cuando se

I 1
. . s o H . , . P
estimulé en distintos sitios c01l1 un mismo estimulo. La amplitud méaxima de los
I
movimientos oculares fue de 6°: En ninguno de los sitios estudiados se encontré una
relacion evidente entre la ubicacion del campo receptivo del sitio estimulado y la direccidn

1

de los movimientos oculares. E1|1 todos los sitios, excepto uno (paloma 3B), los CRs

estaban situados en el cuadrante inferior y posterior del campo visual y los movimientos
oculares de ambos ojos fueron nio conjugados. EI unico sitio con un CR ubicado en la
region frontal inferior del campo visual generd movimientos oculares convergentes hacia
la region frontal inferior del campo visual (Tabla 1). Se requiere de un mayor muestreo

para evaluar si la relaci6n entre el tipo de movimiento ocular evocado en un sitio del GLv

y la ubicaci6n del CR respectivo siguen una tendencia significativa.
En todos los casos estudiados con la cabeza del animal libre de movimiento (n = 4

|
implantes en 3 animales) el umbral de corriente necesario para detectar movimientos
1

oculares fue mayor que el umbral; de corriente necesario para detectar movimientos de Ia
|

cabeza. La latencia de los movimientos oculares también fue siempre superior a la latencia
i

de los movimientos de la cabeza (Tabla 1), lo cual nos sugiere que los movimientos
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. s f P
oculares podrian estar siguiendo a los movimientos de la cabeza. En todos los casos, la
1 i
}
amplitud del movimiento de la cabeza fue considerablemente superior a los movimientos
3

oculares. La latencia de Ilos mO}'rimientos oculares también fue siempre superior a la
|
latencia de los movimientos de la cabeza (ver Tabla 1). La direccién hacia donde se dirigi6é
la cabeza fue siempre la misma para el mismo sitio y distinta cuando se estimuld distintos
sitios. Ademds el cuadrante en d;(mde se situd el CR del sitio estimulado fue el mismo
hacia donde se dirigia el pico del eimirnal al ser estimulado, Para analizar cuantitativamente
y en mayor detalle la cinemitica de estos complejos movimientos de la cabeza fue
necesario reconstruir la trayectoriia del desplazamiento de Ia cabeza y de los cambios de
orientacién de la cabeza (ver mecilicic’)n de la respuesta conductual y andlisis de datos en

|

meétodos).
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Figura 18. Movimientos oculares y de la cabeza evocados al microestimular eléctricamente el GLv de
una paloma despierta con la cabeza libre de movimiento. Se muestran las sefiales acelerométricas y
giroscépicas que describen el complejo movimiento de la cabeza. La integracion de estas sefiales para
calcular la posicion y la orientacién de la cabeza se realiza en los anlisis posteriores y se detalla en
los métodos. La simbologia y los colores de las sefiales oculométricas son las mismas que en la Figura
14y 15. Todas las trazas corresponden al promedio de 10 repeticiones y la banda en torno al promedio
de color mas claro representa el error estdndar. Las bandas verticales grises corresponden a la duracién

del estimulo y los pardmetros del estimulo son los mismos que en la Figura 15.
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Tabla 1. Descripcién de las propiedades de los movimientos de los ojos y de la cabeza evocados
eléctricamente en el GLv.

paloma paloma paloma paloma paloma paloma
1A iB 2 3A 3B 4
componente
horizantal 5 2 4 3 3 6
)
componer:te 6 2 0 1 2 1
ojo vertical (°)
ipsilateral | umbral (uA) 150 120 200 250 150 200
latencia 85 103 88 112 120 97
(ms)
nasal- nasal- s temporal- nasal- nasal-
direccidn . inferior . R
inferior superior dorsal inferior inferior
componente
horizontal 2 2 5 3 4 4
0 a
componente
3
- ojo vertical (*) 5 3 2 3 5
contralateral | umbral (A) 200 120 150 200 180 200
latencia 92 100 90 108 137 126
{ms)
. . temporal- temporal-  temporal- g R temporal-
direccién inferior _ inferior supetior nasal-dorsal  nasal-inferior dorsal
tipo d imiento ocular no no noconjugado no conjugado convergencia no canjugado
Ipo e movimien conjugado conjugado ug g 8 g
amplitud (°) - - >30 >30 >8 > 30
umbral (pA) - - 40 50 30 40
cabeza latencia _ _ 61 65 12 53
(ms)
direccin ) ) contralateral contralateral- contralateral- Contralateral-
inferior inferior inferior

En la Figura 19 se muestra la trayectoria del movimiento de la cabeza evocado en 6 sitios
distintos del GLv (ver 'Figura 7, métodos). Se observa que la direccién, la amplitud (Figura
19, izquierda), la Iatepcia, la velocidad méxima y la duracién del movimiento (Figura 19,
derecha) se asocian con el sitio de estimulacidn. Se puede ver también, que el perfil del

curso temporal de la velocidad angular es simétrico. Para el resto de los casos estudiados,

el grado de estereotipia del movimiento evocado y la simetria de los perfiles temporales
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de la velocidad angular no mostraron diferencias evidentes respecto de lo que se muestra

en la Figura 19.
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Figura 19. Curso temporal del movimiento de la cabeza producto de la microestimulacion en
distintos loci del GLv. Izquierda: La orientacién instantinea de la cabeza se expresa como la
proyeccién del pico del animal en una esfera de 30 cm de radio (ver Figura 7, métodos). Cada punto
graficado en la esfera corresponde a la proyeccién del pico del animal en un instante (tasa de
muestreo: 1 kHz) durante la trayectoria del movimiento de la cabeza. Se muestran 10 eventos de
estimulaci6n para 6 sitios distintos en el GLv. Cada sitio se presenta con un color distinto. Las lineas
horizontales representan paralelos y estin separados por 10° de latitud. Las lineas que van de un polo
a otro son meridianos y estan separadas por 10° de longitud. En todos los casos la orientacion inicial
de la cabeza es la misma y el pico del animal apunta al ecuador y al meridiano central. Derecha
superior e inferior: Desplazamiento angular instantineo y velocidad angular instanténea. El cddigo
de colores es el mismo utilizado en la izquierda. En todos los casos se aplico un tren de pulsos
bifasicos catodo-primero (150 pA, 300 Hz, 300 ps pulso, 300 ms tren) y el tiempo 0 corresponde al
inicio del estimulo.

Cuando la duracién del estimulo se prolongé sobre un determinado umbral, se gatillé un
segundo evento discreto de movimiento de la cabeza (Figura 20, izquierda arriba), el cual
se ejecutd hacia la misma direccion que el primer evento. El mismo efecto se observo al

incrementar la intensidad o la frecuencia del estimulo por sobre un cierto umbral que
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dependié del sitio de estimulacion (Figura 20, izquierda al. medio y abajo). En algunos

casos se observo un tercer y hasta un cuarto evento gatillado por un solo estimulo (datos

no mostrados).
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Figura 20. El aumento de los parimetros del estimulo por sobre un umbral generan més de un evento
discreto de movimiento de la cabeza. Derecha: El eje vertical izquierdo corresponde al desplazamiento
angular acurmulado (fraza continua) y ¢l ¢je de la izquierda a la velocidad angular (iraza punteada). La
barra horizontal indica la duracién del estimulo. En la parte superior izquierda del recuadro se muestra
1a trayectoria de Ia proyeccién del pico en el campfmetro (ver Figura 7, métodos). Los recuadros de la
izquierda se presentan con la misma simbologfa utilizada en la derecha. Arriba, al medio y abajo: se
tnuestra que un aurmento en la duracion, 1a intensidad o en la frecuencia del estimulo, respectivamente,
pueden gatillar un segundo movimiento discreto de la cabeza.

A continuacion se estudio el efecto en la cinemdtica del primer evento de movimiento de
la cabeza al variar la intensidad, la frecuencia y la duracién del estimulo eléctrico (ver
Medicién de la respuesta conductual, métodos). Cuando hubo més de un movimiento de
la cabeza solo se consideré el primer evento. Para esto, se estimuld un sitio en el GLv y
se cambié un pardmetro del estimulo, dejando los otros fijos. Los pardmetros del
movimiento.que se estudiaron fueron la direccién, la duracion, la latencia, la velocidad
maxima y la amplitud (ver Andlisis de datos, métodos). Los valores que se muestran
corresponden al promedio de los pardmetros cineméaticos medidos en 12 sitios distintos
del GLv en 8 animales.

Direcciény duracion: La direccidn y la duracién del movimiento de la cabeza no cambian
significativamente con los pardmetros del estimulo (la pendiente no difiere
significativamente de cero; P > 0,05; prueba F de Fisher; Figura 21 J-O). La direccion y
la duracién del movimiento evocado son diferentes en cada uno de los sitios estimulados
del GLv (P < 0,0001; prueba F de Fisher).

Latencia: La latencia del movimiento decrecié exponencialmente con la amplitud y con
la frecuencia del estimulo hasta llegar a un valor que no cambié con el aumento de los

pardmetros del estimulo (ajuste exponencial [Rzponderada > 0,98] versus regresion lineal

[P < 0,05; prueba F de Fisher]; Figura 21, B y C). En los casos 1113_1 y 1013_1 1a
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latencia se ajusté mejor a una exponencial que a una recta cuando se resiringié el valor de
la meseta al valor de la respuesta evocada por el valor maximo del parametro del estimulo
dentro del rango estudiado (Figura 21 B,C). La duracién del estimulo no tuvo ningén
efecto en el valor de Ia latencia de los movimientos (la pendiente no difiere de cero; P >
0,05; prueba F de Fisher; Figura 21 A). Las latencias de los movimientos evocados y las
mesetas los ajustes exponenciales correspondientes a cada sitio son diferentes para cada
uno de los sitios del GLv (P < 0,0001; prueba F de Fisher).

Amplitud y velocidad: La velocidad méxima y la amplitud del movimiento creci6 con los
parametros del estimulo hasta llegar a una meseta (ajuste sigmoidal [R?psngerado > 0,98]
versus regresion lineal [P < 0,05; prueba F de Fisher; Figura 21, D-I]). En los casos
0914 1, 1013_1 y 1113_1 la respuesta se ajusté mejor a una sigmoide que a una recta
cuando se restringi6 el valor de la meseta al valor de la respuesta evocada por el valor
maximo del pardmetro del estinn‘llo dentro del rango estudiado (Figura 21 D, E, 1), Las
mesetas de las amplitudes y velocidades méximas fueron diferentes para cada uno de los
sitios del GLv (P < 0,0001; prueba F de Fisher).

De esta manera, al estimular un sitio del GLv el movimiento evocado de la cabeza posee
una latencia, una duracioén y una direccién caracteristica y con estimulos saturantes se
obtienen también una velocidad méxima y una amplitud caracteristica del sitio. Cuando
la posicién inicial de la cabeza es constante, estos pardmetros cinematicos caracteristicos
de cada sitio definen una direccién y una posicién final de la cabeza una vez que el

movimiento ha cesado, lo cual se puede describir con un vector que llamaremos el vector

motor caracteristico (VMC) del sitio.
t
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Evaluamos Ia relacién entre la direccién y la amplitud del VMC de 25 sitios del GLv en
15 animales con la direccion y la amplitud del CR correspondiente.

Direccidn: Encontramos que la direccién del VMC se correlaciona linealmente con la
direccion del CR del sitio estimulado (Figura 22 B; r = 0,89; P < 0,0001; prueba de
correlacion de Pearson). Separamos los sitios de estimulacion en dos grupos, uno con CRs
mds excéntricos (hasta 60° de excentricidad respecto de la proyeccion del pico en posicion
estandar, ver métodos) y el otro con CRs frontales més cercanos a la zona del campo visual
que proyecta el drea roja (region temporo-dorsal de la retinas de las palomas con una alta
concentracién de fotorreceptores, Figura 22 A; hasta 60° de excentricidad). La correlacion
de Ia direccién del VMC y los CRs fite significativa en ambos grupos (CRs frontales r =
0,97; P < 0,0001; pueba de correlacion de Pearson. CRs excéntricos r = 0,84; P < 0,0001;
prueba de correlacion de Pearson). Las pendientes de ambas regresiones fueron
significativamente distinta (P < 0,01; pueba F de Fisher; observe las respectivas bandas
del 95% de confianza en la Figura 22 B). Para los CRs excéntricos la pendiente fue
significativamente menor que 1 (0,56 + 0,21[Clys]; P < 0,001; pueba F de Fisher) y para
los CRs excéntricos la pendier}te no fue significativamente distinta de 1 (1,025+

0,20[Clys]; P > 0,05; pucba F de Fisher) para los CRs frontales.
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Figura 21. Efecto de los parametros de la microestimulacion eléctrica (duracion, amplitud y
frecuencia) sobre los parametros cinematicos de la respuesta de movimiento de la cabeza (latencia,
amplitud, velocidad maxima, duracion y direccion) en 12 sitios del GLv (8 animales). Los puntos
corresponden al promedio de 10 repeticiones y las barras de error indican la desviacion estandar para
cada promedio. Para cada grupo de datos se presenta en linea continua la regresion lineal (A, J-0), una
funcion de ajuste exponencial (B, C) y una funcion de ajuste sigmoidal (D-I). Para mayor detalle de
los ajustes, ver andlisis de estadisticos en los métodos. Los codigos de colores mostrados en A
corresponden al codigo de cada amimal seguido de “_” y el niimero del sitio de estimulacién. Para toda
la Figura los codigos son los mismos que en A.

Amplitud: La amplitud del VMC se correlaciona linealmente con la excentricidad del CR
del sitio estimulado (Figura 22 C; r = 0,62; P < 0,001; pueba de correlacion de Pearson).
Sin embargo, la correlacion de la amplitud del VMC y los CRs fue significativa y mayor
en ambos grupos por separado (CRs frontales r = 0,79; P < 0,001; pueba de correlacion
de Pearson. CRs excéntricos r = 0,91; P < 0,001; pueba de correlacion de Pearson). Las
pendientes de ambas regresiones no fueron significativamente distinta (P > 0.05; pueba F

de Fisher) pero si los interceptos (P < 0,0001; pueba F de Fisher).
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Figura 22. Relacién entre la ubicacion de los campos receptivos de distintos loci del GLv y el vector
motor caracteristico del locus correspondiente. A: Se muestra la'ubicacién de los campos receptivos
evaluados. EI sistema de coordenadas y la posicién de la paloma son iguales a las Figuras 5 y 13. En
rojo los CRs cercanos al drea del campo visual donde proyecta el drea roja (févea temporal} y en verde
los CRs mds excéntricos. B: Direccién de los CRs y de los VMCs, C; Excentricidad de los CRs y
amplitud de los VMCs. Todas las dimensiones expresadas en A y en B de los CRs y de los VMCs han
sido calculadas de la misma manera que en las Figuras 13 y 20 respectivamente, Las lineas roja y verde
corresponden a las regresiones lineales calculadas tomando en cuenta los sitios rojos y verdes
respectivamente. Las lineas punteadas rojas y verdes en A indican los lfmites superior e inferior de las
respectivas bandas de confianza del 95%.

Para ver si el movimiento evocado eléctricamente de la cabeza depende de la posicién
inicial de la misma, se midi6 la posicion final de la cabeza al estimular el GLv con el pico
del animal apuntando hacia distintas posiciones iniciales. El estimulo utilizado fue aquel
que consiguio generar el VMC del sitio estudiado cuando el animal estd en la posicion
inicial estindar (el pico apuntando hacia la cruz en las Figuras 5, 13 y 22). Encontramos
que tanto la direccién como la amplitud del movimiento no se ven afectadas por la
posicion inicial de la cabeza (Figura 23). Considerando que el campo visual del animal se
mueve solidariamente con la cabeza, podemos decir que los movimientos generados al

estimular el GLv son dirigidos hacia un punto en el espacio visualmente referenciado.

(Leyenda en Ia pAgina siguiente)
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Figura 23. Efecto de la posicién inicial de la cabeza sobre el VMC de 6 sitios del GLv en 4 animales
(A-F). El sistema de coordenadas y la posicién del cuerpo de Ia paloma es la misma que en las Figuras
5, 13 y 22, Las lineas negras representan un vector que describe las trayectorias individuales de los
movimientos de la cabeza evocados eléctricamente. Los puntos indican la proyeccion del pico del
animal durante la posicion inicial de la cabeza.

Efecto de la ablacion del TeO

Si consideramos las aferencias tectales que llegan a la l4mina externa del GLv, podriamos
pensar que la respuesta conductual observada al estimular el GLv se debe a la activacioén
de los centros generadores de patrones motores mediante la activacién retrograda de las
aferencias tectales. Evaluamos el efecto de la ablacion de TeO sobre los cambios de
orientacion de la mirada evocados por la microestimulacién eléctrica en el GLv ipsilateral
(ver ablacién del tectum Optico, métodos). No encontramos ninguna diferencia en cuanto
a la direccién y a la latencia de los movimientos oculares gatillados en la condicién de
cabeza restringida (2 sitios en un animal) y de cabeza libre (4 sitios en 3 animales).
Tampoco encontramos ninguna diferencia cualitativa en la relacion de dependencia de los
parametros del estimulo sobre los parametros cineméticos del movimiento de la cabeza (4
sitios en 2 animales). Luego estudiamos cuantitativamente el efecto en la cinemdtica del
movimiento de la cabeza al variar los pardmetros del estimulo eléctrico en 2 sitios del GLv
de un animal con y sin el tectum &ptico ipsilateral al GLv estimulado (Figura 24).
Direcciony duracion: Al igual que en la condicién con TeQ, al extirpar el 16bulo tectal Ia
duracién y la direccién del movimiento no se vieron afectadas por los pardmetros del
estimulo (la pendiente no diﬁerie significativamente de cero; P > 0,05; prueba F de
Fisher). Ninguna de las curvas ?stimulo-respuesta mencionadas fue significativamente
distinta al evaluarlas en la condicion con y sin TeO (Figura 24 J-O; P > 0,05; ANOVA

de dos vias).
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Latencia: La latencia de la respuesta en funcién de la duracién del estimulo no fue
significativamente distinta en la condicion sin TeO con respecto a la condicién con TeO
(Figura 24 A; P > 0,05; ANOVA de dos vias). La latencia del movimiento en funcién de
la amplitud y Ia frecuencia del estimulo (Figura 24 B, C) se ajustaron significativamente
auna funcién exponencial mejor que a una regresion lineal (P < 0,05; pueba F de Fisher).
En ambos sitios implantados, el efecto de la extirpacion tectal sobre las curvas estimulo-
respuesta fue significativo (P < 0,0001; ANOVA de dos vias). Sin embargo, en ninguno
de estos casos se afectd significativamente el valor de la meseta del ajuste exponencial
(P > 0,05; prueba F de Fisher).

Amplitud y velocidad: La amplitud y la velocidad del movimiento en funcién de la
duracién del estimulo (Figura 24 D, G) se ajustaron significativamente a una funcién
sigmoidal (R?ponderado > 0,96) mejor que a una regresion lineal (P < 0,05). En ambos
implantes, el efecto de la extirpa:cién tectal sobre las curvas estimulo-respuesta no fue
significativo (P > 0,05; ANOVA de dos vias). La amplitud y la velocidad del movimiento
en funcién de la amplitud y la frecuencia del estimulo (Figura 24 E, T, I, I) se ajustaron
significativamente a una funcién sigmoidal (Rzpondemda > 0,97) mejor que a una
regresién lineal (P < 0,05; prueba F de Fisher). En ambos implantes, el efecto de la
extirpacion tectal sobre las curvas estimulo-respuesta fue significativo (P < 0,0001;
ANOVA de dos vias). Sin embargo, en ninguno de estos casos de afecto
significativamente el valor de la meseta del ajuste sigmoideo (P > 0,05; prueba F de

Fisher).
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En resumen, se encontrd que al extirpar el tectum 6ptico ipsilateral al GLv estimulado en
los dos sitios evaluados (en un animal) no se produjo ninglin cambio significativo en el
valor de los parametros cinematicos caracteristicos del sitio de estimulacion. Esto
resultados demuestran que existe al menos una via que no incluye al TeO ipsilateral por
medio de la cual la estimulaci6n eléctrica en el GLv inicia movimientos de orientacion
visual, Sin embargo, con la ablacién tectal se vio afectada la rapidez con la cual se
alcanzan algunos de los valores caracteristicos de los sitios de estimulacién (Figura 24 B,
C, E, F, H, I). Esto 1ltimo sugiere que el TeO podria tener un efecto potenciador sobre la
accion del GLv ipsilateral sobre los centros motores implicados en la generacion de los
movimientos de orientaci6n visual, puesto que la ablacién del TeO ipsilateral exige mayor

cantidad de corriente y frecuencia para alcanzar las respuestas caracteristicas del sitio de

estimulacién en el GLv.
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Figura 24. Efecto de los pardmetros de la microestimulacién eléctrica {(duracién, amplitud y
frecuencia) sobre los pardmetros cinematicos de la respuesta de movimiento de la cabeza (latencia,
amplitud, velocidad méxima, duracion y direccion) en 2 sitios del GLv de una paloma con y sin el
tectum dptico ipsilateral al GLv implantado, La simbologfa, los ajustes y los datos de los sitios
implantados 1414 2y 1414 _1 con ¢l TeO son los mismos presentados en la Figura 21. Los simbolos
abiertos y las lineas discontinuas corresponden a los promedios y a los ajustes respectivamente de las
respuestas medidas después de la ablacién tectal.

Movimientos espontineos de la cabeza en animales despiertos

Preparamos animales con implantes crénicos de electrodos {n = 8 sitios en 6 animales) y
estudiamos la relacidn entre la actividad multiunitaria en la [dmina interna del GLv y los
movimientos esponténeos de la cabeza del animal (ver Figura 10, métodos). Al alinear el
curso temporal de la tasa de disparo con el inicio del movimiento en presencia de luz,
encontramos que en 5 de los 8§ sitios estudiados inmediatamente después del inicio del
movimiento hubo una disminucién en la frecuencia de descarga y luego un aumento. En
3 de los sitios encontramos un aumento en la frecuencia de descarga después del inicio
del movimiento. En la Figura 25 se muestran 2 sitios de registro pertenecientes al mismo
animal. En el sitio 1 (Figura 25 A) hubo una disminucién y luego un aumento de la
frecuencia de descarga y en el sitio 2 (Figura 25 B) solo un aumento. Al realizar este
mismo experimento en oscuridadl, observamos en los 8 sitios de registro que los cambios
en la frecuencia de descarga asociados a movimientos de Ia cabeza persistieron pero con
distinta intensidad, mostrandonos que también en oscuridad los cambios en la frecuencia

de disparo registrados en la l4mina interna se asocian al inicio de los movimientos de la

cabeza.
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Figura 25. Frecuencia de descarga registrada en la lamina interna del GLv asociada a movimientos de la
cabeza en presencia de luz y en oscuridad. En A y en B se muestran 2 sitios de registro distintos en el
mismo animal. Se construyeron histogramas de la frecuencia de disparo durante los 2 segundos previos y
los 2 segundos posteriores a los eventos de movimiento de la cabeza. La ventana temporal de cada punto
tiene una duracion de 50 ms. Los histogramas se alinearon con el inicio del movimiento. Las barras de
error representan el error estandar. La linea punteada representa el inicio del movimiento. Las barras
verticales de color gris claro indican la duracion promedio de los eventos. Para la condicion fotopica se
promediaron 39 eventos de movimiento y para la condicion en oscuridad 23.



DISCUSION

La microestimulacién eléctrica en la ldmina interna del GLv de la paloma genera
movimientos sacddicos estereotipados de los ojos y de la cabeza. Los pardmetros
cinemaéticos de los movimientos de la cabeza son caracteristicos del sitio de estimulacion
y estos movimientos dirigen el pico del animal hacia el CR del sitio estimulado. La
posicién inicial de la cabeza no parecié afectar la amplitud ni la direccion de los
movimientos evocados, indicando que la cabeza se mueve tomando como referencia las
coordenadas retinianas del espacio visual. Para producir movimientos sacddicos de la
cabeza los centros motores deben generar comandos en una secuencia temporal adecuada
a un grupo relevante de motoneuronas. Estos comandos deben tomar en cuenta la
viscosidad, elasticidad y la fuerza inercial que restringe los movimientos de la cabeza y la
arquitectura y las propiedades fisiolégicas de los musculos del cuello. Dada la
complejidad de estos requeritmientos, es notable que un mismo tren de pulsos de corriente
entregados en el GLv genere movimientos de la cabeza, rdpidos y precisos. A
continuacién discutiremos los 'rcsjultados de esta tesis comenzando por la caracterizacion
fisiologia del GLv. Luego comentaremos la técnica de la microestimulacion eléctrica y el
uso de ésta en el estudio de los movimientos de orientacion visual. Discutiremos nuestros
resultados de microestimulacién eléctrica en el cerebro de la paloma y en particular en la

lamina interna del GLv. Analizaremos el efecto de la ablacién del TeO sobre la respuesta
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motora evocada al estimular el GLv. Comentaremos los resultados del registro de la
actividad multiunitaria en la ldmina intemma del GLv asociado a movimientos espontineos
de la cabeza de la paloma. Finalmente, pondremos en contexto las respuestas conductuales
gatilladas al microestimular eléctricamente el GLv con estudios previos que describen

conductas de orientacioén visual en la paloma.

Caracterizacion fisiologica del GLv

La disposicién espacial de la fuente y del sumidero de corrientes evocadas por estimulos
de luz que encontramos en el GLv apunta a Ia presencia de una activacion sindptica en la
l4mina externa. El sumidero de corriente que se observa podria corresponder a las
dendritas postsindpticas de las células de la 1dmina interna, las cuales podrian estar dando
cuenta de la fuente de corriente que se observa entre 250 y 300 pm por sobre el sumidero
(Figuras 11 y 12). La correspondencia entre la fuente de corriente y la lesién electrolitica
en la l4mina interna nos permiti6 ubicar los electrodos en la 14mina interna o en la lémina
externa durante los experimentosiin vivo.

Fn el GLv de las aves se han descrito mediante registros extracelulares distintas
propiedades visuales. Maturana y Varela (1982) mostraron que en el GLv de la codorniz
hay respuestas crométicas con campos receptivos acotados, ubicados preferentemente en
la parte anterior del campo visuaI:y aparentemente organizados de manera retinotGpica en

concordancia con los resultados anatémicos descritos en el pollo {Crossland y Uchwat,

1979). Pateromichelakis (1979) mostré que en el GLv del pollo hay al menos 5 tipos

distintos de unidades que responden a estimulos de movimiento u ON/OFF y que
}
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aparentemente las unidades con campos receptivos mds pequefios responden a estimulos
ubicados en la porcion nasal del campo visual.

En este trabajo estudiamos las propiedades fisioldgicas de las respuestas visuales
registradas extracelularmente en la l4mina interna del GLv de la paloma. Encontramos
que los CRs de estas unidades son acotados y que los CRs frontales en el campo visual, y
que proyectan al drea roja de la retina, son menores en tamafio que los CRs mads
excéntricos (Figura 13). Estos resultados en la paloma coinciden con lo descrito por
Pateromichelakis. En el pollo, la regién del GLv que recibe proyecciones correspondientes
al 4rea roja posee un factor de magnificacién mayor que las regiones del GLv que poseen
campos receptivos mas excéntricos (Crossland y Uchwat, 1979). En consecuencia el
tamafio de los campos receptivos descritos en esta tesis y el factor de magnificacion del
espacio visual en el GLv descrito; en el pollo apuntan a que la operacién en la cual el GLv

estarfa involucrado se realiza con mayor precisién en la regién frontal del animal, hacia

donde apunta la févea temporal o drea roja de la paloma.

Experimentos de microestimulacion eléctrica en el cerebro: limitaciones y usos

La anatomia del GLv descrita en la literatura, y comentada en la introducci6n de esta tesis,

junto con nuestros resultados (Figura 3) indican que el GLv es una estructura con masivas

aferencias visuales que proyecta a regiones con un fuerte compromiso premotor. Estas

evidencias constituyen el sustrato estructural que sugiere €l cardcter sensomotor para el
H

GLv. La caracterizacion de la fisiologia sensorial realizada en la primera parte de esta tesis

(Figuras 11, 12, 13) concuerda'con el ordenamiento retinotopico evidenciado por la

anatomia. Una manera de abordar la relacion funcional del GLv con los centros
!
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premotores es activar regiones del GLv y observar la respuesta del animal. Los
experimentos de microestimulacion eléctrica permiten sugerir una relacién causal entre la
activacion de las estructuras cerebrales y las respuestas conductuales (Tehovnik et al.
2006). Sin embargo, los resultados deben ser interpretados con los cuidados pertinentes
considerando las limitaciones de la técnica (Ranck, 1975; Tehovnik, 1996). A
continuacion revisaremos algunas de las limitaciones de esta técnica y algunas
aplicaciones en el estudio de la funcién de estructuras cerebrales con especial atencion a
las regiones visuales.

Los dispositivos que se utilizan para microestimular eléctricamente activan a las neuronas
de manera simultanea con una intensidad de corriente, duracidn del pulso, frecuencia y
duracidn del tren de estimulos preconfigurada. Sin embargo las neuronas que disparan en
conjunto con una respuesta conductual no disparan todas simultdneamente y tampoc‘;o
generan andanadas de actividad a una tasa y duracién uniforme. Por lo tanto no se puede
asumir que la actividad neuronal‘ que media una respuesta conductual y la estimulacién
eléctrica que gatilla esa respuesta son necesariamente equivalentes (Tehovnik, 1996). Por
otro lado, la ubicacién anatdémica del sitio de estimulacion debe ser compatible con la
incertidumbre asociada a la dispersién de la corriente. Bajas intensidades de corriente
pueden activar axones que se originan en el sitio de estimulacion pero también axones de
paso (Yeomans, 1990). La cinemdtica y la métrica de los movimientos evocados

I

eléctricamente se pueden ver afectadas por el estado conductual de los animales (Masino
}

y Knudsen, 1993; Tehovnik et al., 2003).

A pesar de estas limitaciones, la microestimulacion. eléctrica ha permitido elucidar la

organizacion funcional de un gran niimero de estructuras sensoriales y motoras tales como
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los mapas topograficos en diversas zonas de la corteza visual y motora del mono
(Tehovnik et al. 2006). La microestimulacion eléctrica ha sido ampliamente utilizada
también para inferir como ciertas esiructuras cerebrales median determinadas conductas.
Estimulos de corriente entregados en areas corticales del mono (e.g. corteza visual
primaria, corteza extraextriada, corteza parietal y temporal, corteza motora y premotora,
y corteza prefrontal incluyendo FEF) y subcorticales (e.g. tracto dptico, nicleo geniculado
lateral y medial, pulvinar, nticleo rojo, coliculo superior, gris periacueductal) pueden ser
detectados por el macaco (para una lista completa revisar Doty, 1965). De hecho, los
monos pueden ser entrenados para discriminar entre diferentes sitios de estimulacién,
diferentes tipos de estimulos como pulsos catédicos o anédicos, trenes de pulsos de alta o
baja frecuencia. Sin embargo, el hecho de que los monos puedan detectar o discriminar
entre distintos estimulos eléctricos nos dice poco de qué es lo que los monos estdn
experimentando en esas condiciones (Tehovnik et al., 2003).

Se han observado movimientos de orientacién visual (involuntarios o que no requieren de
entrenamiento previo) evocados eléctricamente desde distintas estructuras visuales. Sin
embargo, estos tipos de movimientos no pueden ser evocados desde todas las estructuras
visuales. El umbral de intensidad de corriente necesaria para que un estimulo sea detectado
es siempre inferior al umbral necesario para evocar respuestas motoras (Tehovnik y

L

Slocum, 2013), sugiriendo que la generacién de un percepto o de una respuesta motora
evocada desde estructuras sensoriales no requieren necesariamente de la activacion de los
mismos elementos neuronales. Los movimientos sacadicos de los ojos pueden ser

evocados desde regiones de la neocorteza que no se asocian con la produccién de

perceptos visuales (fosfenos) fe.g. drea lateral infraparietal, campo ocular frontal (FEF) y
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medial, corteza prefrontal, y otros (Tehovnik y Slocum, 2004)], por lo tanto el hecho de
que en una estructura cerebral se puedan evocar eléctricamente movimientos oculares, no
implica necesariamente que esos movimientos oculares ocurran como consecuencia de
fosfenos evocados por la microestimulacién eléctrica (Tehovnik et al., 2005). Por otro
lado, en las regiones en las cuales se generan movimientos de orientacién visual evocados
eléctricamente, las estructuras corporales implicadas en los cambios de orientacién son
variadas (cabeza, ojos, torso o una combinacion de estas estructuras) y el orden con el cual
se suceden los movimientos también puede variar. E.g, en una pequefia region de la
corteza frontal dorsomedial (SEF) la microestimulacion eléctrica evoca movimientos de
los ojos que siguen a Jos movimientos de la cabeza, mientras que en la corteza prefrontal
(FEF) la microestimulacidn eléctrica genera movimientos de la cabeza que siguen a los
movimientos de los ojos (Chen y Tehovnik, 2007). La estimulacién en el CS resulta en
conductas de orientacion hacia el CR del sitio estimulado o en respuestas motoras
aversivas, donde el animal se orienta alejando la mirada del CR del sitio de estimulacion
(Gandhi et al., 2011). Los movimientos evocados eléctricamente en las estructuras
visuales pueden ser estereotipados o no serlo. Por ejemplo los movimientos de la cabeza
evocados eléctricamente en FEF y en SEF del mono tienen amplitudes variables e
impredecibles entre un evento de estimulacién y otro (Tu y Keating, 2000; Martinez-
Trujillo et al., 2003; Chen y Walton, 2005; Chen, 2006). En cambio los movimientos de
la cabeza evocados al estimular eléctricamente el TeO de la lechuza son estereotipados y

dirigen la linea de la vista hacia el CR del sitio estimulado (du Lac y Knudsen, 1990).



Experimentos de microestimulacion eléctrica en el cerebro de la paloma

En esta tesis, el objetivo fue evaluar el rol de una estructura visual de la paloma (el GLv)
en las conductas de orientacidn visual y aportar evidencias que permitan esclarecer, dentro
del diverso repertorio de conductas de orientacion, en cudl o cudles de aquellas conductas
el GLv podria estar implicado directamente.

Microestimulamos eléctricamente en un niicleo auditivo, en distintas estructuras visuales
y en el tracto 6ptico de 1a paloma y medimos el cambio de la posicion del ojo contralateral
al sitio estimulado (Figura 14). Encontramos que Ia region en la cual se gatill6 la respuesta
de mayor amplitud fue el GLv. Esta respuesta fue de hasta 5° y se observo en los 3 casos
estudiados';. A medida que el electrodo se alejaba del GLyv, la respuesta fuie menor y menos
consistente entre los casos. En DLL y en el nticleo Rt se observaron movimientos oculares
en algunos de los casos y estos fueron de entre 1 y 2°. En una primera instancia el electrodo
fue introducido hasta el TrO para registrar la actividad visual a lo largo del transecto.
Luego se retrajo ¢l electrodo estimulando en los distintos sitios. Existe la posibilidad de
que las respuestas observadas en el DLL y en el Rt correspondan a un artefacto, ya que no
podemos descartar que al estimular en las porciones dorsales del transecto, parte de la
corriente inyectada se haya propagado a través de liquido cefaloraquideo y que se hayan
estimulado tejidos en las porciones ventrales del transecto. Sin embargo, en varios de los
sitios estimulados no hubo una respuesta oculomotora detectable. Esto evidencia que no
toda microestimulacion eléctrica en las estructuras sensoriales de la paloma genera

1

movimientos de los ojos. Luego evaluamos si los movimientos oculares evocados
eléctricamente en el GLv de las palomas anestesiadas son de una amplitud equivalente en

las palomas despiertas. Cuando estimulamos en el GLv en una paloma despierta con la
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cabeza restringida de movimiento, observamos que se movieron estereotipadamente
ambos ojos con una amplitud similar a la encontrada en las estimulaciones con la paloma
anestesiada (comparar Figura 14, 15 y Tabla 1). Estos resultados sugieren fuertemente de
una manera directa que el GLv posee un rol visuomotor.

Al estimular el GLv observamos que ademaés de moverse los ojos, se activé la musculatura
del cuello. Esto ocurri6 incluso con estimulos bifsicos menores a los 30 A (subumbrales
para el movimiento ocular, datos no mostrados). Al utilizar estfimulos 4 veces superiores
al umbral para las contracciones de la musculatura del cuello, observamos que Ia regién
de méxima respuesta motora estaba en el inicio del tracto de los axones de las células de
proyeccion a los niicleos motores (TrGLv, a 100 pm de los somas de la ldmina interna,
Figuras 16 y 17). Estas contracciones musculares del cuello observadas en los animales
con la cabeza restringida sugieren que la estimulacion eléctrica en el GLv podria tener un
efecto sobre la posicion de la cabeza. Las aves tienen grandes ojos, cabezas livianas,
cuellos flexibles, y tipicamente mueven sus ojos moviendo la cabeza. La mayoria de las
aves realizan movimientos oculares con una amplitud limitada, en palomas hasta 17°
(Bloch et al., 1984), pero la funcién principal de éstos movimientos es la de "afinar” los
movimientos sacddicos de la cabeza (Wallman y Letelier, 1993). Tomando en cuenta
nuestros resultados y la relevancia que tienen los movimientos de la cabeza en las aves,
implantamos crénicamente electrodos en la ldmina interna del GLv para estudiar en mayor
detalle el efecto de la microestimulacion eléctrica de esta estructura. Hasta la fecha no hay
ningiin estudio publicado que utilice implantes crénicos en el GLv de un vertebrado para
estudiar el efecto de la activacion de la neuronas de esta regién mediante

1

microestimulacion eléctrica. Una de las razones es el dificil acceso a esta region
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(aproximadamente 10 mm desde la superficie del telencéfalo de una paloma; ver Figura
14). Por otro lado, la escasa informacidn fisiolégica disponible sobre el GLv impide
identificar durante la realizacion de experimentos agudos la posicion del elecirodo. Estas
dificultades fueron sorteadas en este frabajo gracias a la caracterizacién fisiolégica que
realizamos para esta regién (Figuras 11, 12, 13).

La estimulacion del GLv en animales con la cabeza libre generé movimientos sacidicos
de ambos ojos y de la cabeza. Los movimientos oculares evocados fueron estereotipados
y la amplitud de estos movimientos nunca excedié 6° (Figura 18 y Tabla 1). Los
movimientos oculares se iniciaron siempre posteriormente a los movimientos de la cabeza,
sugiriendo que los ojos siguen a la cabeza. Los movimientos estereotipados de la cabeza
v de los ojos fueron caracteristicos del sitio de estimulacion (Tabla 1). Los movimientos
de la cabeza alcanzaron una extension de hasta 54° con un solo evento y 120° en 4 eventos
discretos gatillados por un sqlo} estimulo eléctrico. Estos resultados sugieren que los
cambios de orientacién de la mirada evocados al estimular el GLv implican la activacién
de centros generadores de patrones involucrados en la coordinacién motora de ambos ojos
y de la cabeza. Como los movimientos de la cabeza contribuyen en mayor medida que los
movimientos oculares a los cambios de la mirada evocados en el GLv decidimos analizar
en mayor detalle los movimientos de la cabeza, los cuales incluyeron rotaciones y
traslaciones (Figura 18; analisis de datos, méfodos).

Al integrar las componentes traslacionales y rotacionales del movimiento de la cabeza,
enconframos que los pardmetros cinemdticos del movimiento (direccion, amplitud,

latencia, velocidad méxima y duracién) son estereotipados y dependen del sitio de

estimulacién (Figura 19). Cuando la duracion, la amplitud o la frecuencia del estimulo
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superan cierto umbral, un solo estimulo puede generar un segundo evento discreto de
movimiento de la cabeza con un perfil temporal de la velocidad y la direccion similares a
los del primer evento (Figura 20). En este trabajo nos centramos en caracterizar en detalle
solamente en primer evento evocado por Ja microestimulacion.

Observamos que la direccion y la duracion del movimiento no dependen de los pardmetros
del estimulo eléctrico (duracién, amplitud y frecuencia; Figura 21 M-O y J-L) y son
caracteristicas de cada sitio. La latencia del movimiento disminuye exponencialmente con
la amplitud y la frecuencia del estimulo (Figura 21 B y C) hasta llegar a un valor que
depende del sitio de estimulacién. No se encontrd un efecto de la duracion del estimulo
sobre la latencia del movimiento dentro de los rangos de amplitud de corriente y
frecuencia evaluados (Figura 21 A). Sin embargo, en algunos casos observamos que con
intensidades menores de corriente la latencia del movimiento es mayor al estimular con
duraciones cortas (datos no mostrados). No podemos descartar que, utilizando estimulos
con valores de intensidad y frecuencia mds bajos que los que utilizamos en este estudio,
la duracion del estimulo tenga un efecto sobre Ia latencia del movimiento. La velocidad

i

méxima y la amplitud del movimiento de la cabeza aumentan con los pardmetros del
estimulo hasta un valor fijo que define una velocidad mixima y una amplitud
caracteristicas del sitio de estimulacién (21 D-I). La direccién y la amplitud del
movimiento caracteristicas de un sitio en €! GLv pueden ser descritas por un vector, al
cual [lamamos el vector motor caracteristico (VMC) de dicho sitio cuando la posicion
inicial de la cabeza es estandar.

Evaluamos la correlacién entre la direccion y la amplitud del VMC y la direccion y la

amplitud del campo receptivo del respectivo sitio de estimulacién. Encontramos que tanto
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la direccién como la amplitud estdn correlacionadas (Figura 22). De modo que al estimular
la 14mina interna del GLv se gatillan movimientos de orientacién visual (ambos ojos y la
cabeza) que dirigen la region frontal del campo visual hacia el campo receptivo del sitio
estimulado. Sin embargo, al estimular en los sitios frontales, la correlacién entre la
direccion del VMC y CR es mayor que al estimular los sitios m4s excéntricos (Figura 22
B). Considerando que la regi6n frontal del campo visual estd mayormente representada en
el GLv, es probable que esta diferencia en la precision con la que la paloma apunta hacia
el campo receptivo del sitio estimulado pueda deberse al area del GLv estimulada. Por lo
tanto, las estimulaciones en sitios del GLv con CRs periférico podrian estar teniendo
efecto sobre una region del GLv aferentada por una porcién de la retina mayor que las
porciones de la retina que aferentan a los sitios de estimulacién en el GLv con CRs
frontales. Si los axones que aferentan las distinta regiones del GLv abarcan una extension
similar, el efecto que podrian tener sobre la activacion motora podria ser parecido a lo
observado al activar los distintos loci del GLv utilizando microelectrodos. Ademis, Ia
correlacion entre la amplitud del VMC y la excentricidad del CR aumenta
considerablemente cuando separamos los sitios en dos grupos (Figura 22 C). Tomando en

H

cuenta la direccion y la amplitud de los movimiento de a cabeza, la precisién con la cual
|

la paloma apunta al CR del sitio estimulado es considerablemente mayor al estimular los
{

sitios del GLv con CR frontales respecto de los sitios con CR excéntricos. Encontramos

que la posicién inicial de la cabeza no afecta la direccién ni la amplitud de los

movimientos (Figura 23). Este resuitado indica que los movimientos estn referenciados

al campo visual en vez de seguir referencias somadticas o vestibulares.
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Efecto de la ablacidn tectal

Considerando las aferencias tectales del GLv, nos preguntamos si acaso el efecto
observado al microestimular el GLv se lleva a cabo producto de la activacion retrégrada
del TeO. Al extripar el Teo ipsilateral al GLv estimulado observamos que las propiedades
cineméticas de los movimientos evocados caracteristicas del sitito de estimulacién se
mantuvieron inalteradas (Figura 24). Esto nos demuestra que ¢l GLv ejerce un control
sobre los generadores de movi;nientos de orientacion visual independientemente del TeO

ipsiateral. Considerando que el GLv no proyecta al telencéflao, es probable que el control
i

sobre los generadores de patrones motores sea directo.

Actividad multiunitaria asociada a movimientos espontdneos de la cabeza

Al registrar la actividad multiunitaria en el GLv, encontramos que la frecuencia de
descarga cambia asociada a movimientos de la cabeza (Figura 25). Un cambio de actividad
que ocurre después del movimiento de la cabeza podria ocurrir debido a un cambio en la
escena visual. Sin embargo, los cambios en la tasa de disparo asociados a los movimientos
de la cabeza persisten en oscuridad. No podemos saber si la actividad registrada en Ia
condicién con luz corresponde a las mismas unidades registradas en la condicién en
oscuridad. De todas maneras, este resultado demuestra que en el GLv hay una actividad
neuronal asociada a los movimieintos de la cabeza que no es puramente visual y amerita
ser estudiada. Esta actividad neuronal podria subyacer a un “control ongoing” ejercido por
el GLv o a una copia eferente proveniente de otro lugar o de sitios heterot6picos del mismo

1

GLv. A futuro serfa interesante realizar este analisis separando los movimientos en base a
|

la direccion que van dirigidos. De esa manera seria posible determinar Ia actividad
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neuronal asociada a movimientos dirigiros hacia regiones cercanas al campo receptivo del
i
sitio de registro y compararlaé con la actividad asociada a movimientos dirigidos hacia
otras regiones del campo visual. También seria interesante realizar experimentos
conductuales que permitan evaluar si hay correlacién entre la actividad neuronal del GLv
y movimientos de la cabeza visualmente guiados hacia distintas regiones del campo
visual. Estas evidencias de cardcter correlacional podrian develar la presencia de una
actividad neuronal previa a los movimientos dirigidos hacia el campo receptivo del sitio

registrado, lo cual aportaria una evidencia que apoyaria el rol funcional del GLv sobre los

movimientos de orientacioén visual,

Comparacién con movimientos del repertorio conductual de la paloma

Previamente, en la paloma han sido descritas dos conductas estereotipadas de orientacién

4

visual que preceden al movimiento de captura de los granos de alimento. Estas han sido

designadas con los nombre F1 y F2, y corresponden a dos instancias de fijacién visual. La
H

primera consiste en una fijacién de la cabeza a una distancia de 10 cm del grano de comida.

Durante este primer evento de fijacion el pico apunta hacia el grano con un error de 10,3 +

4,2°[DS]. F2 consiste en una segunda fijacién de la cabeza desde donde el pico apunta
1

hacia el grano a una distancia de 5,6 cm con un error de 1,8 + 1,6°[DS]. Finalmente, desde

F2 se gatilla el picotazo balistico (Goodale, 1983). Ambas conductas de fijacién son

precedidas de movimientos de la cabeza visnalmente guiados. Cesaretti et al, (1997),

mostr6é que cuando a las palomas se les presentaban claves visuales en la regién frontal

1

del campo visual (< 24°), orientan la cabeza hacia la clave visual mediante un solo evento
: t
antes de picar la clave. Cuando ld clave es presentada en la periferia del campo visual, se
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orientan mediante dos movimientos sucesivos de la cabeza. Esto nos muestra que Ias
palomas emplean movimientos discretos sucesivos para orientarse hacia claves visuales,
tales como podria ser un grano. |

Las sacadas de la cabeza evocadas al estimular el GLv muestran varias caracterfsticas
similares a los movimientos de aproximacién visualmente guiados que describen Goodale
(1983) y Cesaretti et al. (1997). Un estimulo visual como un grano, ubicado en la periferia
del campo visual podria activar un locus del GLv con un CR excéntrico, con lo cual el
animal orientaria su cabeza situando al grano dentro de la region frontal del nuevo campo
visual reubicado. En una segunda instancia, el mismo grano ahora podria estimular
visualmente un locus del GLv con un CR frontal y generar que el pico del animal apunte
con mayor precision hacia la ubicacién del grano. Una manera de poder a prueba esta idea

serfa replicar los experimentos de Goodale y ver si los movimientos de aproximacién que

i
llevan a las posiciones de fijacion F1 y F2 se ven alteradas cuando se produce una lesién

local en el GLv.




CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

Los resultados presentados en esta tesis demuestran que la actividad neuronal generada
por la microestimulacion eléctrica en la ldmina interna del GLv dela paloma gatilla la
coordinada serie de comandos motores que subyacen a los movimientos de orientacion
visual observados. Estos movimientos son similares a los movimientos de aproximacion
visualmente referenciados que realiza la paloma en los momentos previos al picar los
granos de comida. Las evidencias neuroanatémicas permiten describir al GLv como una
region con masivas aferencias visuales, que no presenta proyecciones ascendentes hacia
el telencéfalo y que tiene conexiones recfprocas con el tegmento motor medial implicado
en los movimientos de orientacion visual. Los movimientos de la cabeza evocados
eléctricamente en el GLv descritos en esta tesis poseen pardmetros (direccion, duracion,
latencia, velocidad méxima de ’saturacién, amplitud de saturacion) que no dependen de los
pardmetros del estimulo y que son caracteristicos del sitio de estimulacién. Esta es la
primera evidencia directa que sitila al GLv como actor en el control de las conductas de
orientacién visual y el primer mapa neuronal de los movimientos de Ia cabeza visualmente
1
referenciados ubicado en el tilamo de un vertebrado. Estos resultados invitan a realizar
estudios de microestimulacion eléctrica en el GLv de otros organismos, en especial en

aquellos sobre los cuales hay una amplia literatura asociada a los movimientos de

orientacion visual como el ratdn, el gato y el mono.
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APENDICE

Los programas escritos para analizar las sefiales provenientes del IMU fueron escritos en
el lenguaje de programacion Python 2.7.9 (https://www.python.org/) y utilizaron los
mdédulos Numpy 1.8.2 (http://www.numpy.org/), Scipy 0.14.0 (http://www.scipy.org/) y
Matplotlib 1.4.2 (http://matplotlib.org/). Los programas que se muestran a continuacion
estan comentados. Las funciones y variables con la primera letra mayuscula estan
definidas en el programa funciones_IMU py. En los comentarios del codigo, los acentos

y las ii se omiten intensionalmente por asuntos de compatibilidad.

adquisicion_IMU.py:

#!/usr/bin/python

Descripcion: inicializa Lla comunicaion serial con el arduino, adquiere lLa
informacion sincronizada con una segnal para gatillar un evento y almacena lLos
datos en un archivo de salida.

Archivos: genera una archivos.txt con el nombre especificado.

Formato de salida: ax[i],ay[1],az[1],gX[1],gX[1],gX[1],sinc[1]\n

Sintaxis: adquisicion_IMU.py [nombre del archivo de salida]

import serial

import sys

import time

nombreArchivo = sys.argv[1]+'.txt’

puerto = serial.Serial('COM3°, 128060)
time.sleep(3) # tiempo para que La comunicacion serial se establezca.

# Limpieza del puertec serial antes de comenzar a adquirir

datos = '’
caracter = puerto.read(1)
while caracter = 'N':
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caracter = puerto.read(1)
while puerto.inWaiting() == o:
pass
datos += caracter
caracter = puerto.read(1)
datos += caracter

if datos != 'SYNC':
print datos
print ‘datos desincronizados'

# Lectura y decodificacion de bytes enviados por arduino.
def readInts(puerto):
datos = []
for i in range(18):
datos.append(puerto.read())
datos = map(ord, datos)
ax = (datos[@] << 2) | (datos[1] >> 6) # datos[@] corresponde al primer
# byte
((datos[1] & @x3F) << 4) | (datos[2] »>> 4)
((datos[2] & @x8F) << 6) | (datos[2] >> 2)

ay
az

sinc = datos[3] & @xe1 # sinc = sincronizacion de los datos del IMU con
# una segnal que puede ser ocupada para gatillar un
# evento, en este caso La microestimulacion electrica

(datos[4] << 28) | dates[5]
(datos[6] << 8) | datos[7]
(datos[8] << 8) | datos[9]

ER

if gx >= 32768:
gx -= 32768%2
if gy >= 32768:

# guarda numeros negativos con el metodo de complemento de 2
#
=
BY -= 32768*2 # "
#
#

if gz >= 32768:
g2 -= 32768*%2

return (ax, ay, az, gx, gy, gz, sinc)

# Iniciglizacion de variables
iteracion = True
buffer = []

# Limpieza del puerto serial antes de comenzar a adquirir
while puerto.inWaiting() [= @:

print puerto.read()
print 'Presione ENTER para iniciar adquisicion’
raw_input()
puerto.write('b")

# Adquisicion
try:
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while iteracion:

18 = time.time()

for i in range(15€@):
(ax, ay, az, gx, gy, gz, sinc) = readInts(puerto)
buffer.append(',"'.join(map(str, (ax, ay, az, gx, gy, gz, sinc))))
if sinc == 1:

print ‘Evento gatillado’
print 1.8/((time.time()-t0)/1568.8), 'Hz'

# Termino del registro con Ctrl+c
except KeyboardInterrupt:
salida = open(nombreArchivo, 'w’)
salida.write( '\n'.join(buffer))
salida.close()
sys.exit()

trayectoria_IMU.py:

#!/usr/bin/python

Descripcion: calcula La posicion y orientacion del eje x del acelerometro a partir
de La velocidad angular y La acelaracion Lineal

Archivos: genera archivos.esf a partir de todos Los archivos.txt del directorio
actual.

Formato de entrada: ax[i],ay[i],az[i],gX[1],gX[1],gX[i],sinc[i]\n

Formato de salida: orientX[i];orientY[i];orientZ[i];pX[1i];pY[i];pZ[1i]\n
Sintaxis: trayectoria_IMU.py

from pylab import *

from scipy import optimize

from funciones_IMU import *

from numpy import copy as npcopy, multiply

import os

import numpy as np

import math

# En los 186 ms previos a La segnal de sincronizacion no deben haber # movimiento
para poder configurar La segnal basal

# Parametros de calculo

hasta = 1@0@

iPts_a = @ # puntos que se consideran para calibrar La normal inicial

iPts b = 99 #

gCorte = 4 # umbral de corte para filtrar velocidad angular (grados/s)
pasadas = 3@ # gproximacion infinitesimas entre dos puntosmedidos por el gir
aPts = 3 # puntos para calcular La media movil central de La aceleracion

acpg = 180 # configura normal inicial, acimut

elpg = 9@ # configura normal inicial, elevacion

[}

]

alpha = 0.985 # filtro complementario
aforte = 0.035 # umbral de corte para filtrar aceleracion Lineal (G)




# Configura la ruta del directorio actual
actualdir = os.getcwd()

# Lista con nombres de Los archivos presentes en el directorio actual
archivolLista = os.listdir(actualdir)

# Bucle que procesa cada archivo
for archivoNumero, archivoNombre in enumerate(archivolista):

if archivoNowbre[-3:] == "txt*: # actug solo si el archivo termina en txt

datos = open(archivoNombre, "r’).read().split('\n‘)
while '' in datos:
datos.remove(' ")

salida = open{archivoNombre[:-4] + '.esf', 'w') # extension de salida

del datos[:Desde] # borra daotos hasta el punto "Desde"
del datos[hasta:] # borra dotos Desde el punto “hasta”

N = len(datos)
# Valores en Volts de 6g aparentes
# Vref=3.3 ; conversor AD del arduino de 1@ bits => 2718 = 1823

vi = 511 * 3.3 / 1823
ax = zeros(N)
ay = zeros(N)
az = zeros(N)

aDX = zeros(N)
aDY = zeros(N)
abDZ = zeros(N)

vX = zeros(N)
vY = zeros(N)
vZ = zeros(N)
pX = zeros(N)
pY = zeros(N)
pZ = zeros(N)
gx = zeros(N)
gy = zeros(N)

gz = zeros(N)
sinc = zeros(N)

calcgX = zeros(N)
calcg¥ = zeros(N)
calcgZ = zeros(N)
orientX = zeros(N)
orientY = zeros(N)
orientZ = zeros(N)

for i, linea in enumerate(datos):
linea = map(float, linea.split(’,’))
(ax[i], ay[i], az[i], gX[i], gY[il, gZ[i], sinc[i]) = linea

# Calibracion giroscopo

# Compensasion: promedio de lLos 188 ms previos al evento
gX_compensa = O

gY_compensa = @
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gZ_compensa = @

for i in range(iPts_a, iPts_b):
gX_compensa += gX[i]
gY_compensa += gY[i]
gZ_compensa += gZ[i]

gX_compensa = gX_compensa/(iPts_b-iPts_a+1)
gY_compensa = gY_compensa/(iPts_b-iPts_a+1)
gZ_compensa = gZ_compensa/(iPts_b-iPts_a+1)

gX = gX - gX_compensa
gY = gY - gY_compensa
gZ = gZ - gZ_compensa

# Filtro. Bajo cierto umbral de gCorte, g[i] = @
RemoverError(gX, gCorte)
RemoverError(gyY, gCorte)
RemoverError(gZ, gCorte)

# Transformacion a radianes infinitesimales
gX *= (pi/18e.8)*Dt/pasadas
gy *= (pi/18e.8)*Dt/pasadas
gZ *= (pi/186.0)*Dt/pasadas

# Transformacion a ejes del acelerometro (disposicion de lLos sensores)

tmp = gX * -1
gX = gY
gy = tmp

# Calibracion del acelerometro
# Paso de bits a voltaje

ax *= 3.3 / 1823
ay *= 3.3 / 1823
az *= 3,3 [ 1823

# Asignacion de valor de voltaje al instante inicial con aceleracidn = @
# Se le asigna a vi el valor de cuentas en que durante lLa mayor parte

# del tiempo La sumatoriag vectorial de xyz es @

vi = optimize.leastsq(Errfunc, vi, args=(ax, ay, az))[@]

# Paso de voltajes a G

ax -= vi
ay -= vi
az -= vi

ax /= (vi/5.8)
ay /= (vi/s5.8)
az /= (vi/5.e)

# Suavizado de lLas aceleraciones
ax = MovAvg(ax, aPts)
ay = MovAvg(ay, aPts)
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az = MovAvg(az, aPts)

# Configuracion de Lag normal imicial
acp = math.radians(acpg)

elp = math.radians(elpg)
Xp = 1.8*sin(elp)*cos(acp) # coordenadas esfericas a cartesianas
yp = 1.@*sin(elp)*sin(acp) # ~

zp = 1.8%*cos(elp) # "
# Gravedad en el mundo global del imu
aNormal = matrix([sum(ax[iPts_a:iPts_b])/(iPts_b-iPts_a), \
sum{ay[iPts_a:iPts_b])/(iPts_b-iPts_a), sum(az[iPts_a:iPts_b])/(iPts_b-iPts_a)]).T

equis = matrix([xp, yp, zp]).T # -1,0,6 (ac=188;el=98). el vector -x del

# sensor alineado con el pico del animal
C = matrix([[1, @, @], [e, 1, @], [@, 8, 1]]) # matriz de Los cosenos

# directores

# Calculo de aceleracion menos la normal (filtro complementario)
for i in range(N):
sigma = sqrt(gX[i]**2 + gY[i]**2 + gZ[i]**2)
B = .atr‘ix([[es -1*gZ[i], EY[i]L [GZ[i], e, -1*gX[i]], ['I*EY[i]: \
gxfil, e1 D
if sigma ==
factor = eye(32)
else:
factor = (eye(2) + (sin(sigma)/sigma) * B + ((1- \
cos(sigma))/sigma**2)* B * B )
for j in range(pasadas):
C = C * factor
equisNuevo = C * equis
gravedadPro = C.T * aNormal
gravedadPro = multiply(gravedadPro, alpha) + multiply(matrix([ax[i], \
ay[i], az[i]]).T, 1-alpha)
aNormal = C * gravedadPro
calcgX[i] = gravedadPro[2,0]
calcgY[i] = gravedadPro[1,8]
calcgZ[i] = gravedadPro[2,0]
ac = C * matrix([ax[i] - gravedadPro[@,2], ay[i] - gravedadPro[1,8], \
az[i] - gravedadPro[2,0]]).T
aDX[i] = ac[e,@a]
aby[i] = ac[1,8]
aDZ[i] = ac[2,0]
orientX[i] = equisNuevo[8,0]
orientY[i] = equisNuevo[1,2]

orientZ[i] = equisNuevo[2,8]
aDXF2 = npcopy(aDX)
aDYF2 = npcopy(aDY)
aDZF2 = npcopy(abDZ)

# Filtro. Bajo cierto umbral de aCorte, a[i] = @
RemoverError(abDXF2, aCorte)
RemoverError(aDYF2, aCorte)
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RemoverError(aDZF2, aCorte)

# Supuesto de que para cceleraciones constantes dv/dt = @
movX = DetectMov(aDXF2)
movY = DetectMov(aDYF2)
movZ = DetectMov(aDZF2)

]

n

# Calculo de La velocidad Lineal

vX[a] = @
vy[e] = @
vZ[e] = e

# Integracion de La aceleracion Llineal * filtro DetectMov()

for i in range(N-1):
vX[i+1] = (vX[i] + (aDX[i+1] + aDX[i]) *Dt*c.21/2)*movX[i+1]
vY[i+1] (v¥[i] + (aDY[i+1] + aDY[i]) *Dt*2.81/2)*movY[i+1]
VvZ[i+1] = (vZ[i] + (aDZ[i+1] + aDZ[i]) *Dt*9.81/2)*movZ[i+1]

# Calculo de La posicion

pXx[e] = e
pY[e] = e
pz[e] = @

# Integracion de La velocidad Lineal

for i in range(N-1):
pX[i+1] = pX[1i] + (vX[i+1]+vX[i])*Dt/2
pY[i+1] = p¥[i] + (vY[i+1]+v¥Y[i])*Dt/2
pZ[i+1] = pZ[i] + (vZ[i+1]+vZ[i])*Dt/2

for i in range(N):
salida.write(';'.join(map(str, [orientX[i], orientY[i], orientZ[i], \
pX[il, p¥[i], pZ[i]])) + "\n')

salida.close()
deteccion_IMU.py:

#!/usr/bin/python

Descripcion: determina el inicio y el termino del desplazamiento angular de La
proyecccion del pico en una esfera de radio especificado.

Archivos: genera tabla_it.txt @ partir de todos Los archivos.esf del directorio
actual.

Formato de entrada: orientX[i];orientY[i];orientZ[i];pX[i];pY[i];pZ[1i]\n
Formato de salida: iniciofi], terminofi]

Sintaxis: deteccion_IMU.py

from numpy import *

from pylab import *

from funciones_IMU import *

import math




import os

# Ruta del directorio actual
actualdir = os.getcwd()

# Lista con Los nombres de los archivos del directoric actual
archivolLista = os.listdir(actualdir)

'# Nombre del archivo de salida
for archivoNumero, archivoNombre in enumerate(archivolLista):

if archivoNombre[-3:] == 'esf':
nombreSalida = archivoNombre[:-5]+'tabla_it.txt'
break

salida = open( nombreSalida, ‘w' )

archivoNumero = 0
for archivoNumero, archivoNombre in enumerate(archivolista):
if archivoNombre[-3:] == 'esf': # se actua solo si el archivo termina en esf
archivoNumero += 1
datos = open(archivoNombre, 'r').read().split(’'\n’)
datos.pop(-1)

posX =[]
posY = {]
posZ = [1
orix =[]
oriY = [1
oriZz =[]
aci =[]
ele =[]
distancia_ortodromica =[]

vel_distancia_ortodromica = []
distancia_ortodromica_acumulada = @

for i, linea in enumerate(datos):

radius**2) )

# Cal
(oX,

posX.
posY.
posZ.
oriXx.
oriY.
oriZ.

# Pro
1mbda
- (oX
ppX =
ppY
ppZ

L}

u

culo de lLa proyeccion

oY, oZ, pX, pY, pZ) = map(float, linea.split(';"'))
append(pX)

append(pY)

append(pZ)

append(oX)

append(oY)

append(oZ)

yeccion sobre una esfera unitaria
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= sqrt((oX*pX + oY*pY + 0Z*pZ)**2 - (pX**2 + pY**2 + pZ**2 - \

*PX + OoY*pY + oZ*pZ)

(pX + lmbda * oX)/radius
(pY + 1lmbda * oY)/radius
(pZ + lmbda * oZ)/radius
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# Transformacion de coordenadas cartesianas a esfericas
r_unitario = sqrt(ppX**2+ppY**2+ppZ*+*2)

ele.append( (math.degrees(math.acos(ppZ/r_unitario))) *-1 + 28 )
aci.append( (math.degrees(math.atan( ppY/ppX ))) *-1 )

# Calculo del desplazamiento angular
for i in range(len(datos)-1):
# Desplazamiento angular instantaneo
eleaci_a = ele[i], aci[i]
eleaci b = ele[i+1], aci[i+1]
o_i = Ortodromica(eleaci_a, eleaci_b)
# Desplazamiento angular acumulado
distancia_ortodromica_acumulada += o_i
distancia_ortodromica.append(distancia_ortodromica_acumulada)
distancia_ortodromica.append(distancia_ortodromica[-1])

# Suavizado y derivacion de lLas magnitudes angulares

distancia_ortodromica_cruda = copy(distancia_ortodromica)

v_distancia_ortodromica_cruda = \
copy(Derivada_3pt(distancia_ortodromica_cruda , Dt))

# Filtros de detecccion de umbrales de Las magnitudes angulares
inicio_vel, termino_vel = DetectVelAng(v_distancia_ortodromica_cruda)
inicio = inicio_vel

termino = termino_vel

if archivoNumero == 1:
salida.write("; " .join(map(str, [inicio, termino])))
else:
salida.write('\n'+";"'.join(map(str, [inicio, termino])))

salida.close()
parametros_IMU.py:

#!/usr/bin/python

Descripcion: calcula Los parametros cinematicos del movimiento de La cabeza del

onimal.

Archivos: genera parametros cinematicos en parametros.csv a partir de tabla_it.txt

Formato de entrada: inicio[i], termino[i]

Formato de salida: Latencia;tamagno;max_vel;duracion;direccion\n
[ms];[grados];[grados/s];[ms]; [grados]; \n
Latenciafi];tamagno[i];max_vel[1i];duracion[1i];direccion[i]\n

Sintaxis: parametros_IMU.py

from numpy import *

from pylab import *

from funciones_IMU import *

import math

import os
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#Pagrametros de calculo

doPts = © # suagvizado:cuantos puntos hacia adelante y hacia atras
vdoPts = 18 # suavizado:cuantos puntos hacia adelante y hacia atras
punto_inicial = @, @ # punto de partida expresado en elevacion, acimut
punto_ref = 98, @ # referencia vertical expresada en elevacion, acimut

#Capturo la ruta del directorio actual
actualdir = os.getcwd()

#Genero una Llista con todos Los nombres de Los archivos presentes en actualdir
archivolista = os.listdir(actualdir)

#Asigna nombre al archivo de salida
for archivoNumero, archivoNombre in enumerate(archivoLista):

if archivoNombre[-3:] == 'esf':
nombreSalida = archivoNombre[:-5]+ 'parametros.csv'
break

#Genera un archivo de salida
salida = open(nombreSalida, 'w')

inic
term

(1
(1

for archivoNumero, archivoNombre in enumerate(archivolista):
if archivoNombre[-3:] == ‘esf':
nametabla = archivoNombre[:-5]+ tabla_it.txt’
fileTabla = open(nametabla, 'r’).read().split('\n")
break

salida.write('latencia’+'; '+ 'tamagno'+"'; '+ 'max_vel'+';'+'duracion’'+';'+'direccion'\
+ l\"l)
salida.write( ' [ms];[grados];[grados/s];[ms];[grados];\n")

#Desde tabla creada por angc

for i, linea in enumerate(fileTabla):
(ini, ter) = map(int, linea.split(';'))
inic.append(ini)
term.append(ter)

contador = @
for archivoNumero, archivoNombre in enumerate(archivolista):

if archivoNombre[-3:] == 'esf': # se actua solo si el archivo termina en esf
datos = open(archivoNombre, ‘r').read().split(‘'\n’)
datos.pop(-1)
posX =[]
posY =[]
posZ =[]
orix =[]
oriy =[]
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oriz []

aci =[]

ele = [

distancia_ortodromica =[]
v_distancia_ortodromica [1]
a_distancia_ortodromica []
distancia_ortodromica_acumulada = &

#lee y procesa las lineas de lLos datos extraidos del archivo.esf
for i, linea in enumerate(datos):
#Calculo de La proyeccion a partir de orientaciones(o) y posiciones(p)
(oX, oY, oZ, pX, pY, pZ) = map(float, linea.split(';'))
posX.append(pX)
posY.append(pY)
posZ. append(pZ)
oriX.append(oX)
oriY.append(oY)
oriZ.append(oZ)
#Proyeccion sobre una esfera unitaria
lmbda = sqrt((oX*pX + OY*pY + OZ*pZ)**2 - (pX**2 + pY**2 + pZ**2 -\
Radio**2) ) - (oX*pX + oY*pY + oZ*pZ) # proyeccion sobre una esfera unitaria

ppX = (pX + lmbda * oX)/Radio
ppY = (pY + lmbda * oY)/Radio
ppZ = (pZ + lmbda * oZ)/Radio

# Curso temporal de las proyecciones, grados coord. esfericas
r_unitario = sqrt(ppX**2+ppY**2+ppZ**2)

ele.append( (math.degrees(math.acos(ppZ/r_unitario))) *-1 + %0 )
aci.append( (math.degrees(math.atan( ppY/ppX ))) *-1 )

#Calculo del desplazamiento angular
for i in range(len(datos)-1):
#Desplazamiento angular instantaneo
eleaci_a = ele[i], aci[i]
eleaci_b = ele[i+1], aci[i+1]
o_i = Ortodromica(eleaci_a, eleaci_b)
#Desplazamiento angular acumulado
distancia_ortodromica_acumulada += o_i
distancia_ortodromica.append(distancia_ortodromica_acumulada)
distancia_ortodromica.append(distancia_ortodromica[-1])

#Suavizado y derivacion de lLas magnitudes angulares
distancia_ortodromica = MovAvg(distancia_ortodromica, doPts)
v_distancia_ortodromica = Derivada_3pt(distancia_ortodromica, Dt)
v_distancia_ortodromica = MovAvg(v_distancia_ortodromica, vdoPts)

#Corrimiento de 1@6ms, tal que el cero corresponda al inicio del estimulo
dt_ms = Dt*1eee
ejex = [-108%*dt_ms]
ejex_i = ejex[@]
for i in range(i,len(aci)):
ejex_i += dt_ms
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ejex_i = round(ejex_i, 4)
ejex.append(ejex_i)

#Asigna valor en segundos al imicio y termino del movimieto

#[desde tabla creada por angc]

inicio = inic[contador]

termino = term[contador]

latencia = ejex[inicio] # Latencia, pto en el cual comienza el mov. en ms
t_termino = ejex[termino]

#Calculo de parametros de salida
duracion = t_termino - latencia
tamagno = distancia_ortodromica[termino]
punto_final = round(ele[termino], 5), round(aci[termino], 5)
cuadrante_aci = round(aci[termino], 5)
direccion = Direccion(punto_inicial, punto_ref, punto_final)
if cuadrante_aci < @:
direccion *= -1
lat_velmax, max_vel = Maximo(v_distancia_ortodromica, inicio, termino)

#Cambio de Los puntos por comas
latencia = str(latencia).replace(’.", ",")
tamagno = str(tamagno).replace{'.", ',')
max_vel = str(max_vel).replace('.", ',")
duracion = str(duracion).replace('.’, ',

direccion = str(direccion).replace(’.’, ',")

salida.write(latencia+‘;‘+tamagno+';'+max_ve1+';'+duracion+';'+direccion+';'+'\n‘)
contador += 1

salida.close()
Junciones_IMU.py:

#!/usr/bin/python

Funciones y variables ocupadas en programas que deben estar ubicados en La misma
ruta que funciones_IMU.py

from numpy import copy as npcopy

from pylab import *

import math

#Parametros

Desde = 902 # borra datos hasta el punto "Desde”

Dt = 8.000997 # delta t entre un punto y otro, en sequndos

initPts_a = 983 # cuantos puntos se consideran para calibrar La normal inicial
initPts b = 1882 # "

Radio = 0.825 # radio de Lo esfera, en metros




class Index:

def

def

def

def salir(self, event):
exit()

def siguiente(self, event):
close('all')

Derivada_3pt(f, dt):
# Define el tamagno de Lo Lista derivada
dfdt = [8.8] * len(f)
# Define el primer punto con la diferencia hacia adelante
dfdt[e] = (f[1] - f[e]) / dt
# Define Los puntos con La diferencia central o de 3 pts
for t in range(1l, len(f)-1):
dfdt[t] = (f[t+1] - £[t-1]) / (2*dt)
# Define el ultimo punto con La diferencia hacia atras
dfdt[-1] = (f[-1] - f[-2]) / dt
return dfdt

Ortodromica(eleaci_a, eleaci_b):

#latitud = elevacion (@ a 90 norte; @ a -90 sur)

#longitud = acimut (positive este, derecha de La paloma)

elel, acil = eleaci_a

ele2, aci2 = eleaci_b

dEle = math.radians(ele2 - elel)

dAci = math.radians(aci2 - aciil)

a = (math.sin(dEle / 2) * math.sin(dEle / 2) +
math.cos(math.radians(elel)) * math.cos(math.radians(ele2)) *
math.sin(dAci / 2) * math.sin(dAci / 2))

distancia_ortodromica = 2 * math.atan2(math.sqrt(a), math.sqrt(1 - a))

distancia_ortodromica = math.degrees(distancia_ortodromica)

return distancia_ortodromica

Direccion(punto_a, punto_b, punto_c):
# Lados del triangulo, expresados en angulos centrales
ab = Ortodromica(punto_a, punto_b)

ac = Ortodromica(punto_a, punto_c)
cb = Ortodromica(punto_c, punto_b)
ab = math.radians(ab)
ac = math.radians(ac)

cb = math.radians(cb)

denominador = (math.sin(ac)*math.sin(ab))

if denominador ==
alfa = o

else:
# Teorema del coseno de la trigonometria esferica
alfa = ((math.cos(cb)-

math.cos(ac)*math.cos(ab))/(math.sin(ac)*math.sin(ab)))

def

alfa = math.acos(alfa)
alfa = math.degrees(alfa)
return alfa

Maximo(lista, inicio, fin):
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maximo_valor = @
maximo_indice = 8
for indice,valor in enumerate(lista):
if inicio <= indice <= fin:
if valor > maximo_valor:
maximo_valor = valor
maximo_indice = indice
else:
pass
return maximo_indice, maximo_valor

def DetectMov(entrada):
salida = ones{len(entrada))
count = @
for i in range(len({entrada)):
if entrada[i] == @:
count += 1
if count == 120:
for j in range(120):
salida[i-j] = @
elif count > 128:
salida[i] = @
else:
count = @
return salida

# Decteccion de movimiento en base a un criterio de velocidad angular
def DetectVelAng(entrada):

umbral 1 = 8.2 * (18%*2)
umbral_2 = 8.5 * (18**2)
umbral 3 = 0.2 * (19*%2)
umbral 4 = 0.6 * (10**2)
umbral 5 = 0.2 * (18%*2)
paso = 0

inicioIndice = @
terminoIndice = @
for i in range(29,len(entrada)):

if paso ==
if entrada[i] > umbral_1:
paso = 1
inicioIndice = i
if paso ==
if entrada[i] > umbral 2:
paso = 2
if paso ==
if entrada[i] < umbral_3:
paso = 3
terminoIndice = i
if paso ==
if entrada[i] > umbral_4:
paso = 4
if paso ==




if entrada[i] < umbral_5:
paso = 5
return iniciolIndice, terminoIndice

# Encuentra el mejor voltaje para La aceleracion = @
def Errfunc(param, ax, ay, az):

ax = npcopy(ax[:108])

ay = npcopy(ay[:108a])

az = npcopy(az[:108])
ax -= param

ay -= param

az -= param

ax /= (param/5.2)

ay /= (param/5.8)

az /= (param/5.9)

ax = ax**2

ay = ay**2

az = az**2

err = (1 - sqgrt(ax + ay + az))
return sum(err**2)

# Suaviza lLa onda y promediando n puntos para delante y para atras
def MovAvg(y, n):
x = zeros(len(y))
for i in range(n):
x[i] = y[i]
for i in range(n, len(y)-n):
for j in range(2*n+1):
x[i] += y[i+j-n]
x[1] /= 2*n+1
for i in range(len(y)-n, len(y)):
x[i] = y[i]
return x

# Valor de cero a todos Los puntos de La onda con valores inferiores al

def RemoverError(y, umbral):
for i in range(len(y)):
if abs(y[i]) < umbral:

yli] = @

umbral
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