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RESUMO

O sistema visual da coruja suindara vem sendo alvo de varios estudos ao
longo dos anos. O wulst visual € uma regido telencefalica que recebe as aferéncias
talamicas e que apresenta certa analogia funcional com o cortex visual primario de
mamiferos. Os estudos da década de 70 do século passado demonstraram que 0s
neurénios do wulst sdo seletivos a orientacdo, porém poucos trabalhos desde entéo,
foram realizados investigando tal propriedade. Igualmente, a seletividade a
frequéncia espacial (FE) ainda nao tinha sido investigada de forma mais criteriosa.
Assim, no presente estudo, foram investigadas a seletividade a orientacdo e a
frequéncia espacial, suas dinamicas temporais e a relacdo entre as duas dimensoes,
por meio da técnica de correlacéo reversa. Um total de 63 células foram isoladas em
5 corujas suindaras sedadas (Tyto alba), usando técnicas padrdes de registros
extracelulares. Os estimulos utilizados foram grades senoidais variando em
orientacao (n=12, passos de 15°), frequéncia espacial (n=6 a 8, passos de 1 oitava)
e fase (n=8 ou 4, passos de 45° ou 90°). As curvas de seletividade a orientacéo
foram ajustadas por meio de uma funcédo von Mises e as curvas de seletividade a
frequéncia espacial por meio de uma gaussiana modificada (Priebe et al., 2006) e
dessas curvas foram extraidos os parametros como largura de banda e orientagéo e
FE preferidas. Os neurdnios do wulst sdo seletivos para a orientacéo e frequéncia
espacial, sendo estas seletividades bem heterogéneas. A média das larguras de
banda encontradas foi: 26,78° e 2,54 oitavas. Foram caracterizadas as dinamicas
temporais de ambas as seletividades e as mesmas emergem rapidamente no wulst
visual (em torno de 30 - 43 ms), e as duracfes das mesmas variam de célula para
célula. Essas seletividades emergem provavelmente devido a processos talamicos
excitatorios, e, além disso, ha indicios de mecanismos inibitorios intra-wulst,
especialmente relacionados a estimulos ndo-otimais. Ha uma inseparabilidade entre
as duas dimensfes, ou seja, a seletividade a orientacdo € influenciada pela
frequéncia espacial, de maneira que as células se tornam mais seletivas ao
aumentar-se a frequéncia. Novas investigacdes s&o necessarias para melhor
compreensao acerca dos mecanismos inibitérios relacionados a emergéncia dessas

seletividades.

Palavras chave: Coruja suindara, wulst, seletividade a orientacdo, seletividade a

frequéncia espacial, evolucdo do cérebro.



ABSTRACT

The visual system of barn owl has been the target of numerous studies along
the years. The visual wulst is a telencephalic region that receives thalamic afferents
and which has certain functional analogy to the mammals primary visual cortex.
Studies of the 70s of the last century showed that wulst neurons are selective to the
orientation, but few studies have been carried out investigating such property.
Likewise, the spatial frequency (SF) selectivity had not been investigated more
thoroughly. In the present study, we investigated selectivity orientation and spatial
frequency selectivity, its temporal dynamics and the relationship between these two
dimensions by reverse correlation technique. A total of 63 cells were isolated in 5
sedated barn owls (Tyto alba), using standard techniques of extracellular records.
The stimuli used were sinusoidal gratings varying in orientation (n = 12, 15° steps),
spatial frequency (n = 6-8, 1 octave steps) and phase (n = 8 or 4, 45° or 90° steps).
The orientation tuning curves were fitted by a function von Mises and the spatial
frequency tuning curves by a modified Gaussian (Priebe et al., 2006) and these
curves parameters such as bandwidth and preferred orientation and SF were
extracted. The wulst neurons are highly selective for orientation and spatial
frequency, and such selectivity are heterogeneous. The mean bandwidths found are:
26,78° and 2.54 octaves. Temporal dynamics were characterized for both selectivity
and they rapidly emerged (around 30 - 43 msec) and their duration vary from cell to
cell. These selectivities emerge probably due to excitatory thalamic processes, and in
addition, there is evidence of intra-wulst inhibitory mechanisms, especially those
related to non-optimal stimuli. There is an inseparability of the two dimensions, i.e.
the orientation selectivity is influenced by spatial frequency, so that the cells become
more selective as frequency increases. Further investigations are needed to better
understanding about the inhibitory mechanisms related to the emergence of these

selectivities.

Keywords: Barn owl, wulst, orientation selectivity, spatial frequency selectivity, brain

evolution
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1.1.Introducéao Geral

A percepcdo é a habilidade de um organismo de detectar estruturas e
eventos ao seu redor. Requer, portanto, que 0 mesmo seja capaz de ser
sensivel a pelo menos uma forma de energia que transmita informacdes sobre
0 meio em que tal organismo esta inserido. Uma forma de energia capaz de
prover essas informacdes é a luz e muitos animais séo capazes de perceber
seu meio ambiente por meio da visdo (Bruce, 2006).

Assim, ao longo dos milhares de anos de evolucéo os animais vertebrados
desenvolveram estruturas capazes de detectar, transduzir o sinal
eletromagnético em um sinal neural, transmitir a 4reas capazes de processar
esse sinal e conceber a representacdo do mundo que os cerca. A estrutura
basica do encéfalo dos vertebrados se manteve ao logo do subfilo, apesar de
algumas mudangas no tamanho relativo das estruturas bem como diferengas
organizacionais e de complexidade de algumas &reas. Essas mudancas,
provavelmente, ocorreram em funcéo da histéria evolutiva de cada espécie em
decorréncia das pressdes seletivas do ambiente (Shimizu e Bowers, 1999;
Dalgalarrondo, 2011; Karten, 2015).

Dentro desse contexto, originam-se questdes intrigantes: até que ponto os
mecanismos subjacentes a codificacdo neuronal dos atributos de uma cena
visual se apresentam filogeneticamente conservados entre os vertebrados? E
possivel identificar principios computacionais gerais para processos
semelhantes de integracdo perceptual em espécies cujo sistema visual foi
moldado por diferentes pressdes internas e externas como resultantes de
histérias evolutivas separadas?

Uma forma de compreender se esses mecanismos neuronais Sao
conservados e tentar responder a essas questdes seria comparando sistemas
e processamentos visuais de diferentes grupos filogenéticos. Dentro do grupo
dos amniotas, as classes dos mamiferos e aves, por exemplo, possuem uma
estrutura encefdlica basica semelhante, com algumas particularidades
organizacionais fruto de suas histérias evolucionarias. Esses dois grupos
compartilham de um mesmo ancestral comum, mas a separagcao entre eles
ocorreu em torno de 300 milhdes de anos (figura 1.1) e provavelmente

sofreram pressdes seletivas diferentes, resultando, portanto, na estrutura
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encefalica atual bem como na organizacdo do sistema visual encontrado nos

dois grupos (Shimizu e Bowers, 1999).

| Amniotas [
[ Saurdapodes |
Mamiferos Crocodilianos Aves .
Lepidossauros (jacarés) Queldnios
iserpentes,lagartos) (tartarugas)

Ancestral dos amniotas

Figura 1.1. Diagrama esquemaético das relaces filogenéticas no grupo dos amniotas.
Traduzido de Shimizu e Bowers, 1999.

Tanto os mamiferos quanto as aves apresentam duas vias paralelas de
processamento visual da retina até as areas telencefalicas: a talamofugal e a
tectofugal (figura 1.2). Os dois grupos apresentam uma homologia hodoldgica,
ja que as vias compartiiham similaridades em termos de organizacao
topogréfica e conexdes. Além disso, diversos estudos anatémicos,
histoldgicos, bioquimicos e fisiolégicos tem demonstrado as similaridades entre
as vias nos dois grupos, provavelmente oriundas do ancestral em comum.
Porém, ha também diferencas, e a principal delas se refere ao grau de
desenvolvimento das vias. Em mamiferos, o processamento visual €
desempenhado principalmente pela via talamofugal. Essa via parte da retina,
passa pelo nucleo geniculado lateral (NGL) do talamo e chega ao cértex visual
primério (V1) do qual projecBes para diversas areas corticais visuais sao
estabelecidas. Nas aves, a via predominante € a tectofugal. As fibras partem da
retina em direcdo ao teto Optico, passa pelo nuclo rotundus do talamo, e
finalmente projetam-se para o entopallium. (Shimizu e Bowers, 1999;
Livingstone e Hubel, 1988, Nassi e Callaway, 2009, Karten, 2015).
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Mamifero Aves

Via lemno-talamica Via colo-talémica Via lemno-taldmica Via colo-taldmica
(talamofugal) itectofugal) (talamofugal) {tectofugal)

Cortex estriado Cartex emra-eslriacnl Telencéfalo Wulst visual
[ Nucleo geniculado ' . ] i Nicleo geniculado .
ienceéfalo
lateral dorsal Pulvinar lateral dorsal Mucleo rotundus

b A A

Coliculo superior Mesencéfalo Teto dtico

' Retina b 1 Retina

Entopallium

{
{

u
ujju

Figura 1.2. Representagdo das vias visuais em mamiferos e aves. Os dois grupos
apresentam duas vias paralelas de processamento visual: a talamofugal e tectofugal
Nos mamiferos a via mais desenvolvida é talamofugal e nas aves, em geral, é a
tectofugal. As corujas sdo a excecao desse ultimo grupo, apresentando como via
principal a talamofugal.

Dentro do grupo das aves, a coruja se destaca e se torna interessante uma
vez que a sua via principal de processamento visual, a talamofugal, é
semelhante a de mamiferos. Essa singularidade evolutiva da coruja em relacao
a sua ordem filogenética apresenta-se, num primeiro nivel de analise
anatdbmica, como uma hipertrofia das areas pertencentes a via talamofugal:
enquanto estima-se que 90% das projecdes retino-fugais se integram ao teto
otico numa ave ‘padrédo’ como o pombo (Shimizu e Karten, 1993), estima-se
gue essa mesma proporcao caracteriza a projecao retina-NGL do talamo na
coruja. E assim, a area telencefdlica que recebe preponderantemente
projecdes visuais do tadlamo, o wulst visual, € muito mais desenvolvido nas
corujas do que em outras aves. Dessa maneira, o wulst visual da coruja € um
modelo interessante que permite uma comparacdo com o cOrtex visual primario
(V1) de mamiferos, possibilitando trazer luz as questées ora mencionadas.

Assim como o cortex visual primario, o wulst visual da coruja apresenta
propriedades surpreendentes, uma vez que essas emergem pela primeira vez
em tais estruturas telencefalicas ao longo da via visual. Ha uma transformacao
dos sinais provenientes das areas talamicas (NGL) e novas propriedades

emergem em V1 e no wulst visual. Os neurénios do NGL apresentam campos
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receptivos com um antagonismo centro-periferia, pouca seletividade a
orientacao (simetria) e uma forte atenuacdo nas altas frequéncias espaciais,
atuando como filtros passa-baixa. Por sua vez, os neurénios de V1 e do wulst
apresentam campos receptivos alongados com dois ou trés sub-campos com
polaridades alternadas, alta seletividade a orientacdo (quebra da simetria) e
alta seletividade a frequéncia espacial, comportando-se como um filtro passa-
faixa. Tais transformacdes sdo paradigméticas e até hoje sédo alvo de diversos
estudos dentro da area da neurovisdo. Os mecanismos neurais envolvidos
nesses processos de transformacao vem sendo estudados ao longo dos anos e
a comparacao entre grupos filogenéticos diferentes mas que compartilham de
homologia hodoldgica e funcional permite um maior entendimento com relacéo
aos mesmos. Isso faz da coruja um bom modelo comparativo para estudo dos
mecanismos neurais relacionados a percepcao visual.

Portanto, o presente trabalho objetivou estudar a emergéncia de algumas
das propriedades mencionadas, como a seletividade a orientacdo e frequéncia
espacial no wulst visual da coruja suindara. Um ponto fundamental desse
estudo foi avaliar como essa seletividade se comporta em funcdo do tempo,
uma vez que a dindmica temporal dessa seletividade pode sugerir quais 0s
mecanismos neurais estdo envolvidos na emergéncia dessas propriedades.
Para isto, foi utilizada a técnica de correlacdo reversa, que € uma ferramenta
adaptada para avaliar de forma mais precisa a dindmica temporal da

seletividade a orientacéo e frequéncia espacial.

1.2. A coruja suindara e seu sistema visual

A coruja suindara, Tyto alba, € uma espécie de ave de habitos noturno e
crepuscular, sendo uma eximia cacadora de pequenos animais. Se uma coruja
possui em média uma ninhada de sete filhotes e cada um deles necessita de 5
a 6 pequenos roedores por dia, ao final da noite, 35 presas precisam ser
trazidas para o ninho. O tempo gasto em tal tarefa deve ser otimizado a fim de
obter com sucesso o resultado final e consequente manutencdo da prole
(Harmening e Wagner, 2011). A coruja suindara possui inUmeras adaptacoes
para desempenhar primorosamente tal tarefa. O caracteristico disco facial

(figura 1.3) bem como toda a circuitaria neural do sistema auditivo sao
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adaptacdes que permitem a excepcional habilidade auditiva utilizada para a
localizacdo das presas (Knudsen, 2002; Takahashi, 2010). Além disso, esse
animal apresenta um voo silencioso devido ao design de suas penas e asas
(Bachmann et al., 2007). Outra caracteristica marcante € a presenca de
grandes olhos dispostos frontalmente na face, um indicativo de que a visao €

uma ferramenta importante durante a caca (figura 1.3).

Figura 1.3. Coruja suindara (Tyto alba). Essa espécie de coruja apresenta um disco
facial constituido de penas responsaveis por conduzir o0 som aos ouvidos do animal,
contribuindo para a excepcional habilidade auditiva do mesmo. Além disso, observa-
se a presenca de grandes olhos dispostos frontalmente, indicando a relevancia do
sistema visual nesse animal.

Lee Dice, em 1945, reproduziu em laboratério as condi¢cbes de caca da
coruja suindara. Ele observou que em ambientes com baixa luminosidade essa
espécie é capaz de ver e capturar sua presa. Assim, € nitido que esse animal
possui adaptacdes que permitem sua sobrevivéncia nesse tipo de ambiente.

Diante disso, diversos estudos tem sido conduzidos ao longo dos anos, e
tem demonstrado que o processamento visual na coruja suindara é muito mais
complexo do que se conjecturava. Ela é capaz, por exemplo, de perceber
contornos ilusérios, uma habilidade complexa e essencial para a percepcao da
forma na auséncia de uma imagem retinal (Nieder e Wagner, 1999).

Além disso, essa espécie de coruja € capaz de perceber profundidade e
segregar figura do fundo em funcéo da disparidade binocular, ou seja, a partir

da diferenca entre duas imagens bidimensionais, uma representacao
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tridimensional do ambiente é construida no cérebro da coruja. Tal habilidade
nesse animal é gerada também por meio de paralaxe de movimento, onde o
animal movimenta a cabeca de um lado ao outro a fim de extrair informagdes
dos objetos em diferentes distancias (van der Willigen et al., 2002, 2003, 2011).

De forma igualmente interessante, as corujas suindaras em suas buscas e
rastreamentos visuais utilizam tanto mecanismos de baixo para cima (bottom-
up) quanto de cima para baixo (top-down). No primeiro, 0 processamento esta
relacionado ao estimulo em si mesmo e é conduzido na direcao retina-cortex
visual. Ja o segundo mecanismo, leva em consideracdo o estimulo, mas
também toda uma informacéo contextual como o conhecimento prévio acerca
do estimulo bem como uma experiéncia passada do observador e uma
mobilizacdo do mesmo nos processos de busca visual, envolvendo assim
outras areas cerebrais. Diversos achados resultantes de estudos psicofisicos
demonstraram que as corujas tendem a olhar mais para locais de contrastes
diferentes e locais com bordas, porém, somente um processo de baixo para
cima ndo é o suficiente para explicar tais resultados (Ohayon et al, 2008).
Assim, as propriedades da atencdo visual tem sido investigadas e
recentemente foi demonstrado que as corujas suindaras apresentam o
fenbmeno de saliéncia visual (pop-out), fendmeno este muito importante no
comportamento de busca e rastreamento visual (Orlowski et al, 2015).

Diante do exposto, quais sdo as caracteristicas do sistema visual da

coruja suindara e como 0 mesmo é organizado?

1.2.1. Olhos

A coruja Tyto alba apresenta grandes olhos em formato tubular. A
movimentagdo ocular é pequena, em torno de no méximo 2° (Steinbach and
Money 1973, Pettigew e Konishi, 1976) e por isso a movimentacao da cabeca
compensa a pouca mobilidade dos olhos. A qualidade éptica dos olhos das
corujas suindaras € digna de nota. Harmening et al., 2007 demonstraram por
meio de exames de aberrometria que a qualidade da imagem é excelente. Os
raios aberrantes sdo o resultado de irregularidades da cérnea e da lente
(cristalino) e podem ser extremamente prejudiciais a imagem formada na
retina. Os dados obtidos de aberracbes de alta-ordem revelam que eles séo

trés vezes menores na coruja quando comparados aos de humanos, por
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exemplo. Além disso, exames em corujas adultas revelaram que geralmente
elas possuem olhos emétropes, ou seja, que ndo necessitam de correcdo
(Harmening e Wagner, 2011).

O campo binocular desse animal é grande, em torno de 50° e a
binocularidade é uma caracteristica importante para a construcao da percepcao
em trés dimensodes (estereopsia).

A retina é constituida por varias camadas celulares como nos demais
vertebrados e como a coruja € um animal de habitos noturnos, a propor¢ao de
bastonetes para cones é de 30:3. A coruja suindara ndao apresenta uma fovea
anatomicamente visivel, mas possui uma faixa horizontal com densidade
elevada de células ganglionares bem como uma area denominada area
centralis em que a densidade é méaxima, com valores de 11.000-12.500/mm?
(Wathey and Pettigrew, 1989). A acuidade visual, ou seja, a habilidade de
perceber detalhes espaciais finos de uma cena visual, esta diretamente
relacionada a densidade ganglionar. Comparativamente a outras aves de
rapina e outros animais, observa-se que a densidade ganglionar € muito menor
na coruja: 65.000/mm? no falcdo (Falco sparverius) e 33.000/mm? no macaco
(M. mulatta). Isso indica que a coruja suindara tem uma baixa acuidade visual.
Os estudos psicofisicos corroboram tal caracteristica e a coruja apresenta
acuidade em torno de 2-4 ciclos/grau (o falcdo, Falco sparverius, é de 54
ciclos/grau) (Harmening et al., 2009).

1.2.2. Vias

As aves possuem duas vias principais e paralelas para o processamento
visual: a via talamofugal e a via tectofugal. Na maioria das aves, a via principal
€ a tectofugal, como por exemplo, nos pombos e na galinha. Nessa via, as
fibras partem da retina, projetam-se para o teto éptico (o chamado coliculo
superior em mamiferos) e, dai, para o ndcleo rotundus do talamo, do qual
neurbnios de projecdo integram-se a areas telenceféalicas, principalmente o
entopallium. Dentro do grupo das aves, a coruja possui a talamofugal como via
principal de processamento visual, semelhante a de mamiferos. Nessa via, as
fibras partem da retina, passam pelo nucleo geniculado lateral (NGL) no talamo
e projetam-se para uma area telencefalica denominada wulst visual, figura 1.4
(Karten, 1973; Shimizu e Bowers, 1999, Wylie et al., 2015).
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Figura 1.4. Desenho esquemdtico das vias visuais da coruja. Em vermelho,
representacdo da via tectofugal e em azul da via talamofugal. OT = teto Optico,
NRT= ndcleo rotundus, E = entopallium, e dLGN = nlcleo geniculado lateral.
Modificado de Shimizu e Bowers, 1999.

De forma interessante, a convergéncia binocular ndo ocorre no NGL,
como em mamiferos. Na coruja, essa convergéncia ocorre no wulst, como
podemos observar no desenho esquematico abaixo (Pettigrew e Konishi,
1976). H4 uma decussacao Optica total e assim o NGL representa todo o
campo visual do olho contralateral. As fibras talamicas que representam a
retina temporal cruzam somente no chiasma supraéptico, em dire¢cdo ao wulst,

resultando, portanto, na convergéncia binocular nessa area (figura 1.5).
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Figura 1.5. Desenho esquematico da organizacdo e projecdes da via talamofugal na
coruja suindara. A convergéncia binocular ocorre no wulst visual. O nucleo geniculado
representa todo o campo visual do olho contralateral e posteriormente as fibras que
representam a retina temporal decussam para o wulst. F=févea, P= pecten.

1.2.3. Wulst

Como descrito na secgéo anterior, hd& uma maior diferenciagdo da via
talamofugal nas corujas e, portanto, o wulst, area telencefalica que recebe
preponderantemente projecdes visuais do talamo visual, mostra-se muito mais
desenvolvido nas corujas, ocupando quase um quarto do volume do cérebro
(Figura 1.6, Ilwaniuk e Hurd, 2005b; Iwaniuk e Wylie, 2006; Iwaniuk et al.,
2008).

25



Waulst visual

Figura 1.6. Foto com vista frontal de um cérebro de coruja suindara. O wulst ocupa
guase um quarto do volume cérebro. Va= valécula, aW= Wulst somatosensorial.
Créditos: Rosangela Neueshwander

O wulst apresenta uma organizacao laminar (figura 1.7) e € dividido nas
camadas supragranular, granular e infragranular. A camada supragranular é a
hyperstriatum acessorium (HA), a granular € chamada de nucleo intercalado do
hyperstriatum acessorium (IHA) e a infragranular € constituida pela
hyperstriatum calatus superior (HIS) e pela hyperstriatum dorsale (HD). As
camadas IHA e HD recebem projecdes do nucleo geniculado lateral. HA
recebe projecdes da camada granular e envia projecdes para multiplas areas
extra-encefélicas, como o NGL e o teto éptico, e intra-encefalicas, como o
entopallium (Karten, 1973; Shimizu e Bowers, 1999).

Do ponto de vista funcional, o wulst visual da coruja possui heurénios com
pequenos campos receptivos organizados retinotopicamente e seletividade
para disparidade binocular (Wagner e Frost, 1993, 1994; Nieder e Wagner,
2000, 2001a, b). Seus neurbnios sdo seletivos também para direcdo do
movimento e orientacdo do estimulo (Pettigrew e Konishi 1976; Pettigrew,
1979; Baron et al., 2007).

A relevancia da seletividade a orientacdo parece ser contundente no wulst
da coruja suindara. Ha no wulst uma organizacao padréo colunar relacionada a
orientacao (Pettigrew, 1979) e Liu e Pettigrew (2003), por imageamento Optico,

comprovaram a existéncia de dominios de iso-orientacao.
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Além disso, essas células sdo seletivas para freqiéncia espacial. Tais
achados sdo interessantes porque as caracteristicas de filtragem espacial no
wulst podem ser preditoras da acuidade visual ja descrita na literatura em
trabalhos psicofisicos (Wagner e Frost, 1994, Pinto e Baron, 2009; Pinto e
Baron, 2010)

Diante do exposto e em uma perspectiva mais ampla, isso faz da coruja
um excelente modelo comparativo para o estudo dos mecanismos neuronais
subjacentes a percepcdao visual. Em particular, o estudo do wulst pode ajudar a
entender as regras gerais que governam a implementacao de solucdes neurais
para o processamento visual. Dessa forma, este trabalho se propds avaliar a
seletividade a orientacdo e freqUéncia espacial no wulst visual da coruja
suindara, proposta que além de seu valor intrinseco, permitira estabelecer um

maior entendimento acerca dos processos evolutivos que direcionam a

construgéo de circuitos neuronais envolvidos na percepgéo visual.
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Figura 1.7. Organizacao laminar do wulst visual. As diversas camadas — supragranular,
granular e infragranular- podem ser visualizadas em diferentes técnicas de preparo.
Reproduzido de Pettigrew, 1979.
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2 - OBJETIVOS

O presente projeto tem por objetivo avaliar a emergéncia da seletividade
de algumas propriedades no wulst visual de corujas suindaras utilizando a
técnica de correlacéo reversa. De forma mais especifica:

1) Caracterizar a seletividade neuronal a orientacdo e sua dinamica de
surgimento;

2) Caracterizar a seletividade neuronal a freqiéncia espacial e sua
dindmica de surgimento;

3) Determinar o grau de separabilidade interdimensional da seletividade a

orientacdo durante seu periodo de surgimento.
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3.1. Obtencéao e cuidados com 0s animais

Os animais utilizados no presente estudo foram mantidos em um aviario
localizado nas dependéncias do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da
UFMG. Eles receberam todos os cuidados no decorrer da pesquisa como
alimentacdo adequada (roedores), controle do peso, controle de ectoparasitas
e minimizacdo do estresse durante o0s procedimentos experimentais. A
manuten¢cdo e uso das corujas foram autorizados pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) por intermédio
do Centro de Triagem Animal de Belo Horizonte (CETAS/BH), através da
licenca de n°® 02015.004197/03. Além disso, todos os cuidados e
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal, UFMG (CETEA, licenca 53/2011).

3.2. Familiarizagdo dos animais com o ambiente experimental

As corujas séo inicialmente socializadas através de manuseio diario por
um periodo médio de duas semanas. Sado utilizadas técnicas padrdo de
falcoaria, de acordo com as quais as corujas sdo carregadas e mantidas no
laboratério, de modo a se acostumarem com a presenca de pessoas e com 0S
sons habituais do local e com a colocacdo da mascara de anestesia. Apos esse
periodo inicial, os animais foram submetidos a cirurgia de implante do cilindro
de registro, a qual se seguiu um periodo de recuperacdo de pelo menos trés
dias.

3.3. Procedimentos cirurgicos

Uma camara de registro de baixo peso foi implantada cirurgicamente
sobre a area cranial de acesso a regido de interesse (wulst). Essa mesma
camara foi utilizada para fixar a cabeca das aves durante os registros. Cada
camara constitui-se de uma peca metélica de formato cilindrico, com diametro
interno de 10 mm, altura de 8 mm, espessura de 1,5 mm e massa de 1 g. A
anestesia foi realizada com Zoletil® 50 (uma mistura de 1:1 de tiletamina e
zolazepam, Virbac, Carros, Franca), administrado por via intramuscular em
uma dose de 20 mg/kg. Apoés a perda dos reflexos de retirada da pata, o

animal foi envolvido por uma jaqueta de couro, e sua cabeca fixada em um
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aparelho estereotaxico (Modelo 1430, David Kopf Instruments, Tujunga,
Califérnia, EUA). O cranio foi exposto através de uma incisdo na pele de em
média 25 mm de comprimento, e a posi¢cao da craniotomia foi marcada sobre a
superficie 0ssea de acordo com coordenadas estereotaxicas definidas em
nosso laboratdrio. A camara de registro foi centrada nesse ponto de referéncia
e fixada ao crénio com resina odontolégica (Vitro Fil®, DFL, Rio de Janeiro,
Brasil), de modo a permitir que os eletrodos entrassem perpendicularmente a
superficie cortical. Previamente a fixacdo, pequenos orificios foram feitos no
cranio para permitir uma melhor aderéncia da resina. Procedeu-se, entdo, a
sutura da pele, seguida pela realizacdo de uma craniotomia circular (diametro
de aproximadamente 3mm), por dentro do cilindro implantado. As cirurgias
tiveram duracdo média de 1 hora e foram realizadas sob condi¢cfes assépticas.
Apds o0 tempo cirdrgico, foram administrados, intramuscularmente, um
antibiético de largo espectro (50 mg/kg de Terramicina®, Pfizer, Sdo Paulo,
Brasil), um analgésico/anti-inflamatério (2 mg/kg de Ketofen® 1%, Merial, S&o
Paulo, Brasil) e sobre a dura-méter exposta um corticoide de uso topico a fim
de prevenir o surgimento de fibroses (Nepodex®, Latinofarma, Sao Paulo,
Brasil).

A manutencdo da limpeza da dura-méater foi sempre realizada apos cada
periodo de registro a fim de evitar o crescimento exacerbado de fibroses, com

posterior aplicacdo do corticéide de uso topico.

3.4. Registros eletrofisioldgicos extracelulares

3.4.1. Consideracdes sobre a sedacao

Os registros eletrofisiolégicos foram realizados com 0s animais em
estado de sedacdo. Inicialmente foi administrada uma pequena dose de
isoflurano para inducdo anestésica, por via inalatoria. Uma mascara de silicone
(Adsil®,Coltene, Brasil) foi criada uma vez que nao foi encontrada nenhuma
mascara de uso veterinario no mercado brasileiro em tamanho adequado as
dimensdes da face da coruja suindara. O isoflurano foi administrado por 30s,
por meio de um vaporizador ndo-calibrado (instalado em aparelho de anestesia

veterinario, Vetcare®,Brasmed, Brasil), periodo suficiente para que o animal ja
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tenha total perda dos reflexos, bem como diminuicdo da frequéncia cardio-
respiratéria, facilitando assim sua manipulagdo e contencdo na camara de
registro. Posteriormente foi administrado uma mistura de O6xido nitroso e
oxigénio (=4:5) permitindo a manutencéo do estado de leve sedacéo do animal,
ao longo de todo o periodo de registro (em média 8 horas). Para manter
abertos os olhos do animal foram utilizadas fitas adesivas, gentilmente
posicionadas sobre as pélpebras do mesmo. Essa sedacao leve permite que
apés a sessao de registro, o animal desperte rapidamente (= 50 s),
reestabelecendo suas fungdes vitais aos niveis normais.

Essa preparacdo ndo era utilizada ainda em nosso laboratério. E toda a
parte de pesquisa dos agentes sedativos, escolha de equipamento apropriado
para anestesia veterinaria, constru¢cdo de mascara para inalacdo em tamanho
adequado para a coruja, adaptacdo da estrutura de contencédo e fixacdo do
animal foram realizadas durante o desenvolvimento desse estudo.

Tal preparacéo se fez necessaria uma vez que os estudos anteriores de
nosso laboratério eram realizados em corujas buraqueiras acordadas, uma
espécie pequena e de facil manuseio. Este estudo € o primeiro de nosso grupo
em coruja suindara, sendo essa um animal de maior porte, mais arisco e
arredio e que dificiimente tolera acordado muitas horas de registro e assim a
nova preparacdo foi implementada. Ressalta-se que essa preparacdo vem
sendo utilizada com sucesso por outros laboratérios, como o do Prof. Eric
Knudsen da Universidade de Stanford (Stanford, EUA) e do Prof. Yoran
Gutfreund da Universidade de Medicina Rappaport (Haifa, Israel), (Knudsen et
al, 1995; Winkowski e Knudsen, 2008; Zahar et al., 2012).

3.4.2. Dispositivo multieletrodos

Os registros eletrofisioldgicos extracelulares foram realizados por meio
de um dispositivo de multieletrodos desenvolvido no Instituto Max-Planck e ja
utilizado com sucesso em corujas (Baron et al., 2007; Pinto e Baron, 2009,
Pinto e Baron, 2010). Os eletrodos (n = 1-3; Thomas Recording, Alemanha;
impedancia: 0,3 — 0,7 MQ a 1 KHz; didmetro do corpo: 80 um; didametro da
ponta: ~ 2 ym) foram montados dentro de microtubos guia equidistantes,
acoplados a 3 micromanipuladores hidraulicos de precisao (Narishige, Japéo).

Esse dispositivo permite um posicionamento preciso e independente de
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pequenos grupos de eletrédios, o que flexibiliza o isolamento da atividade
unitaria. O dispositivo é preso ao cilindro de registro através de um adaptador
metélico parafusado a ele e € mantido estavel por um braco metéalico, de modo
a minimizar os movimentos relativos entre os eletrodos e a cabeca do animal

proporcionando, assim, uma boa estabilidade de registro.

3.4.3. Registro dos sinais neuronais

A figura 3.1 mostra o esquema geral do setup experimental utilizado
durante os registros. As informacdes captadas pelos dispositivos internos da
cabine experimental sédo enviadas a diferentes dispositivos de processamento.
Primeiramente, o sinal proveniente dos eletrodos € amplificado (x10.000) e
filtrado através de um condicionador de sinal (filtro passa-faixa 0,3kHz — 7kHz;
headset HST/16025, Caixa pré-amplificadora de 32 canais, Plexon®, Texas,
USA). Do condicionador de sinal, o sinal neuronal condicionado vai para duas
caixas de conexdo onde diversos tipos de sinais (E/S digital codificando cada
condicdo experimental, TTL para disparar a aquisicdo) sao centralizados antes
de serem enviados ao computador de aquisicdo (Alba PC), responsavel por
digitalizar e armazenar os dados. A digitalizagéo do sinal foi realizada com uma
frequéncia de amostragem de 32 kHz, por uma placa A/D de 16 bits de
resolucdo, com recursos de trigger e timer (PCI-6259, National Instruments,
Austin, Texas, EUA).

Um segundo computador € responsavel por apresentar os protocolos
experimentais (Tyto-2 PC) e por encaminhar o sinal TTL utilizado para
sincronizacdo entre os dispositivos (sistemas de aquisicdo de imagem e o
sistema de registro eletrofisiolégico). Esse udltimo computador ainda é
responsavel pelo envio das informacBes referentes aos protocolos
experimentais que seréo apresentados, como por exemplo, o tipo de estimulo e
o tempo de apresentacdo. O computador de estimulacdo visual € ainda
controlado por outro terminal (Pulsatrix PC) para a realizagdo do controle geral
do experimento, o qual envolve o0 mapeamento manual dos campos receptivos
dos neurdnios e o controle da apresentacao dos protocolos experimentais. Por
fim, todos os dados adquiridos durante uma sessdo de registro séao

armazenados em um quarto computador (Glaucidium PC) para analise
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posterior. A interconexdo entre computadores € realizada por meio de uma
rede local baseada em uma arquitetura ethernet.

Durante o registro, foram isolados potenciais de acdo de neurdnios
individuais, tendo como base sua qualidade de isolamento e ndo somente a
responsividade da célula. Foram gravados no computador apenas os disparos
gue excederam um limiar estabelecido manualmente no momento do registro,
limiar esse que variou entre 3 e 4 desvios padrao do tracado do sinal. Uma vez
obtido um bom isolamento de uma ou poucas unidades facilmente
distinguiveis, deu-se inicio a caracterizagdo dos campos receptores e a

estimulacao visual.
3.5. Estimulacéao visual

Os estimulos visuais utilizados foram grades senoidais apresentadas em
um monitor CRT analdgico de 19 polegadas (Samsung SyncMaster 955DF),
com uma resolucdo de 1024 x 768 pixels e uma taxa de renovacgao de frame de
100 Hz. O monitor foi posicionado a 57 cm do olho da coruja. Ressalta-se que,
a 57 cm, 1 cm de estimulo corresponde a aproximadamente 1° de angulo visual
e a parte utilizavel da tela é de 27° x 36° de angulo visual. As medidas de
luminancia do monitor para a correcdo gama foram realizadas com colorimetro
ColorCal (Cambrigde Research Systems, Inglaterra). Foi utilizada uma escala
RGB de 8-bits com correcdo gama para produzir um comportamento linear da
luminancia apresentada no monitor. Para realizar essa corre¢édo, primeiro foi
medido a luminancia de varios tons da escala de cinza no monitor de
apresentacao de estimulos, utilizando o medidor de luminancia ColorCal. Em
seguida, as medidas foram plotadas e uma funcdo de ajuste matematico foi
calculada (y=x%"%), estimando-se assim, o valor de gama (Fit Toolbox do
Matlab, MathWorks, USA). Uma vez calculado o valor gama, gerou-se uma

funcdo inversa (y=x-%ma

) a partir da qual foi gerada uma nova tabela de cores.
O efeito final foi uma relacdo linear entre cor e luminéncia, ja que as funcdes
inversas do monitor e da tabela de cores se anulam. Todos os estimulos

possufam uma luminancia média de 56 cd/m?, que se igualava aquela do fundo,
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e foram apresentados na forma circular com 2 a 6 graus de diametro. Medidas
fotométricas foram realizadas rotineiramente com o medidor de luminéancia
ColorCal a fim de verificar a estabilidade da calibracdo do monitor. Por meio do
pacote ActiveStim (www.activestim.com), os estimulos foram preparados como
sequéncias de imagens bitmap, por rotinas implementadas em Labview pelo
Prof. Jerome Baron e apresentadas como filmes com grande precisédo temporal

na ordem de milisegundos.

3.5.1. Mapeamento dos campos receptores

Apés a descida dos eletrodos no wulst, o isolamento de células foi
realizado avaliando as respostas neuronais por meio do monitoramento do som
dos disparos de potenciais de acdo provenientes de um auto-falante e pelo
monitoramento de sua estabilidade (amplitude do sinal) no decorrer do tempo.
O campo receptivo (CR) foi mapeado manualmente ou por estimulos
controlados por computador utilizando-se o0 método de campo de resposta
minima (minimum response field, Barlow et al., 1967), definido como a regido
do espaco visual onde tais estimulos evocam disparos neuronais em uma taxa
que excede aquela da atividade espontanea da célula. Portanto, com estimulos
como pontos e barras luminosas em varias direcdes foi possivel determinar a
localizac&o e tamanho do CR.

A dominancia ocular foi determinada. A maioria das células encontradas
foi binocular, podendo ser estimulada por estimulos monoculares apresentados
a qualquer um dos olhos. Depois dessa avaliacdo preliminar, as medidas dos
campos receptores foram realizadas para o olho dominante, sendo que o olho
ndo dominante ou sem resposta foi tampado, com o centro do campo receptor
aproximadamente no centro da tela do monitor.

Os estimulos utilizados sao grades senoidais definidas pelos seguintes
parametros: orientacdo, direcdo do movimento, frequéncia espacial (FE),
frequéncia temporal (FT), fase, contraste, luminancia e tamanho. Inicialmente
os estimulos foram apresentados no contraste maximo e as respostas foram
avaliadas de forma qualitativa escutando a taxa de disparo da célula e/ou por
uma andlise quantitativa off-line, permitindo assim estimar a seletividade da

célula para cada um dos parametros.
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Assim, a caracterizacao quantitativa referente seletividade de orientacao,
direcdo do movimento, tamanho e frequéncia espacial foi feita com a técnica de
estimulacdo em regime permanente (steady-state), com o0s estimulos em
movimento ou estaticos. Para a caracterizacdo da seletividade a direcdo do
movimento os estimulos foram apresentados por 2s. Para o protocolo de
seletividade a orientacdo e para o de frequéncia espacial foram apresentados
por 1s.

3.5.2. Protocolo experimental

Para caracterizar a dindmica do surgimento da seletividade a orientagédo
por meio da correlagdo reversa, foram apresentadas grades senoidais em
estimulacdo dindmica, com contraste maximo e tamanho adequado ao campo
receptivo de cada célula, variando em orientacdo, frequéncia espacial e fase.
Um ciclo da grade senoidal é a distancia entre a barra branca e a barra preta
adjacente. A orientacédo das grades consiste no angulo (em graus ou radianos)
das barras em relacdo a uma orientacdo padrdo (por exemplo, vertical). A
frequéncia espacial refere-se ao numero de ciclos por angulo visual, e assim
grades de baixa frequiéncia tem barras mais espessas e as de alta freqiiéncia
apresentam barras mais finas. A fase corresponde a posicdo da grade em
relacdo a um ponto de referéncia, assim, se na fase 0° por exemplo, em uma
grade uma barra branca estiver no centro do estimulo, na fase 180° sera uma
barra preta.

No presente estudo, a orientagédo consistiu em 12 condigdes (0° a 165°),
variando em passos de 15°. A frequéncia espacial variou de -4 a 3 oitavas, em
passos de 1 oitava. Inicialmente o niamero de frequéncias eram 5 (-2 a 2
oitavas) e posteriormente, nos ultimos registros novas frequéncias foram
adicionadas, totalizando a série de 8 frequéncias apresentadas. A fase,
inicialmente, consistiu em 8 condi¢cdes, com passos de 45° e depois em 4
condi¢cdes com passos de 90°. Os estimulos variaram, portanto, nessas trés
dimensdes de forma aleatéria, e foram apresentados 20 quadros por segundo,
ou seja, cada quadro durou 50 ms. (Figura 3.2). Dentro de uma sequéncia de
estimulos foram adicionados também aleatoriamente 8 quadros sem a
presenca da grade para aquisicdo da atividade espontanea (quadro vazio). No

total, cada sequéncia tinha em torno 392 quadros e cada sequéncia foi repetida
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35 vezes. Dessa forma, o tempo total de estimulac&o utilizado nesse protocolo

foi em torno de 11 minutos.

50 ms Tempo
Orientagéo ( graus) 90 Quadro 120 90 90
FE (oitavas): Vazio -1
Fase(graus): 270 90 180 90 0 0

Figura 3.2. Exemplo de parte da sequéncia de grades senoidais utilizadas na
estimulacdo. Esse protocolo foi utilizado para caracterizar a seletividade a orientacdo
e FE bem como a separabilidade entre os dois atributos, sendo apresentado com 20
guadros/s. Cada sequéncia foi repetida 35 vezes.

3.6. Andlises de dados

As analises de dados foram realizadas através de um conjunto integrado
de programas computacionais implementados em LabView (National
Instruments, EUA) e Matlab (MathWorks, EUA).

3.6.1. Separacao dos potenciais de acdo (Spike sorting)

Os registros dos potencias de acdo dos neurbnios isolados foram
submetidos a um procedimento conhecido como spike sorting, usado para
separar os potencias de acdo de células individuais com base nas diferencas
das formas de onda adquiridas. Formas de onda provenientes de uma mesma
célula tendem a ser semelhantes e por isso tendem a ocupar posicoes
préximas em um espaco paramétrico, formando aglomerados bem definidos.
Essas semelhancas sédo definidas quanto as caracteristicas das formas de
onda, como a amplitude do pico, vale e largura. Neste trabalho, foi utilizado o
programa chamado SpikeOne, desenvolvido por Nan-Hui Chen, ja utilizado em
varios estudos (Baron et al., 2007; Pinto e Baron, 2009, Pinto e Baron, 2010).
Esse programa utiliza o algoritmo de dynamic template matching. Tal algoritmo
gera modelos de ondas baseado em varios parametros, e associa cada

potencial de acdo a um modelo, que & dinamicamente computado por uma
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rede neural artificial. A separacéo dos potenciais de acéo foi realizada de forma
semi-automatica. Primeiramente, foi permitido ao programa encontrar
automaticamente as unidades e em seguida, passou-se ao modo manual, na
qual o experimentador pode agrupar ou ndo as classes de potencias de acao
encontradas pelo algoritmo. Para garantir a qualidade da separacdo, foram
utilizados alguns indicadores disponibilizados no programa, dentre os quais
podemos citar: um bom agrupamento de escores da analise de componente
principal; a ndo violagcdo de um periodo refratario absoluto estipulado em 2 ms,
segundo verificado no histograma de intervalo inter-disparo; e a estabilidade da
amplitude e largura do potencial de agdo no decorrer do tempo. Somente 0s
agrupamentos de potenciais de acdo que passaram pelos critérios de boa

qualidade de separacéo foram utilizados nas andlises posteriores.

3.6.2. Critérios de excluséo.

Para os protocolos cuja resposta neuronal foi avaliada em regime
permanente, dois critérios de exclusdo foram adotados para garantir a
confiabilidade das mesmas. O primeiro, por meio do teste Wilcoxon signed-
rank, foi avaliado se a resposta maxima da célula era estatisticamente maior do
que a atividade espontdanea capaz de induzir uma resposta evocada
estatisticamente confiavel. O segundo, por meio do teste de Kruskal-Wallis,
verificou-se se a célula respondia mais para determinadas condicbes do que
outras, ou seja, se havia modulacdo da resposta. Apenas aquelas células que
satisfizeram os dois critérios seguiram para as analises futuras.

Para aqueles protocolos cujas respostas foram avaliadas por
estimulacdo dindmica, somente aquelas células em que foi obtida a laténcia
inicial e, final conforme descrito abaixo, € que seguiram para as demais

andlises (item 3.6.4).

3.6.3. Correlacéao Reversa

O método de correlacdo reversa foi adaptado para estudar a dindmica
do surgimento da seletividade neuronal a orientagdo (Ringach, 1997).
Inicialmente, foi escolhido um tempo fixo de laténcia (1 em ms). Para cada
potencial de acao, constituinte do trem de potenciais, se faz um retrocesso no

tempo (1) a fim de se obter qual estimulo foi apresentado na sequéncia de
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imagens nesse tempo (7). Posteriormente, um contador correspondente a esse
estimulo foi acrescido de 1. Apos tal procedimento ser feito para todos os
potenciais, um histograma de contadores e, portanto, com a distribuicdo de
probabilidades de cada orientacdo ou frequéncia espacial ter sido apresentada
naquele determinado tempo (1) foi gerado, figura 3.3. Diversos tempos (1) foram
escolhidos para verificar o desenvolvimento dessas distribuicbes em fungédo do

tempo. Nesse estudo, o T variou de 0 até 180 ms, com resolucdo de 10ms.

Tempo

Trilha de potencial de agao ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

S—

Sequéncia de estimulo §%\\\\\\\\E| | I '%' | I '

15 7

Y
o
1

# potencial de acéo
w
[

ainlN N,

15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165

Orientagao(graus)

Figura 3.3. llustragdo do método da correlacdo reversa. O método de correlagdo
reversa foi adaptado para estudar a dindmica do surgimento da seletividade neuronal
a orientacdo (Ringach et al., 1997). T € o valor em ms para retroceder no tempo
correlacionando o potencial de agédo ao estimulo apresentado nesse determinado T.
Posteriormente, um contador correspondente a esse estimulo sera acrescido de 1,
originando o histograma de contadores. Tal histograma sera utilizado nas andlises
subsequentes.



3.6.4. Célculo das laténcias

Como a resposta neuronal ao longo do tempo aumenta e diminui, a
variancia da resposta também apresenta mudancas. Nos tempos iniciais e
finais os neurbnios ndo respondem adequadamente, resultando em curvas de
seletividade planas, e, portanto, h4 pouca variancia na resposta. Quando a
curva de seletividade se estabelece plenamente, a variancia € maxima em um
determinado tempo. Diante disso, foi calculada a variancia da resposta para
cada tempo, como exemplificado na figura abaixo, e essa curva foi ajustada por
uma gaussiana. A laténcia inicial é aquele tempo em que o primeiro valor da
variancia da resposta é duas vezes maior do que o desvio padrao da atividade
espontanea (média da resposta no tempo Oms). A laténcia final foi calculada de
igual forma, porém, se relaciona ao ultimo valor de variancia que atinge tal
critério. Dessa maneira, a duragdo da curva de seletividade foi calculada como
a laténcia final menos a inicial. E a laténcia 6tima é o tempo em que a variancia
€ maxima.

Assim para aqueles neurbnios que nao possuiram modulacdo da
resposta nao foi possivel determinar as laténcias iniciais e os mesmos foram

excluidos das analises posteriores
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Figura 3.4. Calculo das laténcias. A variancia da resposta foi calculada em cada
tempo e a laténcia inicial € aquele tempo em que o primeiro valor de variancia é duas
vezes maior que o desvio padrdo (linha pontilhada) da atividade espontanea (linha
cinza). A laténcia final segue o mesmo critério, porém relaciona o tempo ao ultimo
valor de variancia. A laténcia 6tima corresponde ao tempo onde a variancia é
maxima.

3.6.5. Andlise da seletividade a orientagcédo

As curvas de seletividade a orientacdo foram ajustadas com uma funcgéo
von Mises (1), onde m € a média da atividade da célula, A; € o valor maximo
do pico, ¢@; é 0 angulo no qual o pico ocorre, e k; é um fator de concentracéo,
que se relaciona inversamente com a largura do pico (Swindale et al., 2003).
Dessas curvas foram extraidas a orientacdo preferida e a largura de banda
(LB).

M ( ¢) -—m + Ale[kl(COS((p—(ﬂl)—l)] (1)

Para o célculo da largura de banda foi utilizado a equacdo abaixo onde k

foi obtido das curvas ajustadas anteriormente:

(In0,5+k) )

LB =0,5arccos

A largura de banda € uma medida de seletividade local, que leva em
consideracdo a parte central da resposta. Para aferirmos uma medida mais
global, foi calculada a variancia circular (VC) (Ringach et al, 2002), que
considera a resposta em todas as orientacdes, Assim a variancia € dada por
VC = 1-|R|, onde: .

|20n
2re
R=2_ (3)

2r
=~

A variavel r, é a resposta em n orientacdes. Valores de variancia circular
préximos a 1 significam baixa seletividade e préximos a 0 alta seletividade a

orientacao.
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3.6.6. Analise da seletividade a frequéncia espacial

As curvas de seletividade a frequéncia espacial foram ajustadas com uma
gaussiana modificada utilizada por Priebe et al.,(2006) onde A é a amplitude méaxima
da resposta, f, € a frequéncia preferida da célula, o; € o desvio padréo da gaussiana e

¢ € um parametro de skewness.

—(Iogz(f Iog2 )2

R(f)= Ax{ex —exp| —
p 2(r, + (log, ()-Tog, (1,))) p(gj K

Dessas curvas foram extraidas a frequéncia espacial preferida e uma
medida de seletividade local, a largura de banda (corte de alta frequéncia /
corte de baixa frequéncia). O corte de alta frequéncia € o valor da frequéncia
na regido das altas frequéncias no qual a resposta corresponde a 50% do
maximo. Ja o corte de baixa frequéncia, foi calculado de igual forma, porém na
regido de baixas frequéncias espaciais.

Além disso, duas medidas de seletividade global foram calculadas: a
supressdo a baixas frequéncias espaciais (SBFE) e a supressdo a altas
freqiéncias espaciais (SAFE). A SBFE é a resposta da menor frequéncia
espacial apresentada dividida pela resposta da frequéncia espacial preferida.
De maneira semelhante, a SAFE é a resposta da maior frequéncia espacial
apresentada dividida pela resposta da frequéncia espacial preferida.

3.6.7. Estatistica geral

A normalidade da distribuicdo dos dados foi analisada com a
modificacdo de Lilliefors do teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando a
normalidade foi verificada, as médias de duas populacdes foram comparadas
com o teste t e de mais de duas populacdes com o teste ANOVA adequado.
Por outro lado, para os dados que apresentaram distribuicdo nao-paramétrica,
foram utilizados os testes de Wilcoxon e Kruskal-Wallis, respectivamente
equivalentes aos testes parametricos citados. A relacéo entre grupos de dados
foi avaliada com os testes de correlagdo de Pearson ou Spearman (n&o-

paramétrico). O nivel de significancia considerado foi de 5%. As medidas dos
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dados de distribuicbes populacionais foram apresentadas como mediana ou

média aritmética + desvio padréo (DP).

3.6.8. Confirmacéo dos sitios de registro

Para quatro corujas foi feito uma confirmacdo, ainda que de forma
indireta e aproximada dos locais de registro. Os cérebros desses animais, apos
a finalizacdo de todos os registros e sacrificio dos animais, foram medidos em
suas extensoes, larguras e posicionamento do cilindro bem como do centro da
craniotomia em relacéo a valécula e linha média. Posteriormente, foi feita uma
relacdo dos valores obtidos com a representacdo do wulst apresentada por
Pettigrew, 1979. Assim, na figura abaixo, vemos por meio dos circulos
coloridos a provavel localizacdo dos nossos sitios de registro. Em acordancia
com o descrito por Pettigrew, observamos uma organizacao retinotopica, de
forma que o meridiano vertical € representado lateralmente, o campo lateral
medialmente, o0 campo inferior anteriormente e 0 campo superior
posteriormente no wulst. A regido mais proxima da valécula apresenta células
com campos receptivos menores e corresponde a area centralis da retina,

regido de maior acuidade visual.

azimuth/deg

elevation/deg
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Figura 3.5. Representacdo da organizacdo topografica do wulst. Organizacao
topografica obtida pela localizagcdo de quatro craniotomias de diferentes corujas
(circulos coloridos). Registros eletrofisioldgicos foram realizados nas areas delimitadas
pelos circulos. Nas corujas, o meridiano vertical é representado lateralmente, o campo
lateral medialmente, o campo inferior anteriormente e o campo superior posteriormente
no wulst. Adaptado de Pettigrew, 1979
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Capitulo 4

Seletividade a orientacéao

47



4.1. Introducao

Os estudos relacionados a orientacdo do estimulo tem uma longa histéria
dentro da neurociéncia da visdo, seja nas areas do comportamento e
psicofisica, seja na area da neurofisiologia. Os achados de Hubel e Wiesel na
década de 60 do século passado fomentaram as pesquisas relacionadas a
esse tema. Eles descreveram a seletividade para orientagdo de contornos no
cortex visual primario (V1) de gatos e primatas (Hubel e Wiesel, 1962, 1968) e
desde entdo, essa propriedade distintiva das células corticais tem gerado
estudos em diversos outros mamiferos como furdes (Alitto e Usrey 2004),
esquilos (Jacobs et al., 1982; Heimel, 2005), camundongos (Prusky e Douglas
2004). Tal propriedade também foi descrita no wulst visual de corujas
(Pettigrew e Konishi, 1976, Pettigrew, 1979, Baron et al., 2007).

Hubel e Wiesel foram os primeiros a descrever tal propriedade em um
modelo simples e elegante, conhecido hoje como o0 modelo classico. De forma
sucinta, segundo esse modelo, a seletividade emerge por meio da somacéao
linear, nas células corticais chamadas de simples, das eferéncias do nucleo
geniculado lateral (NGL), cujos campos receptivos (CR) do tipo centro-periferia
com caracteristicas antagonistas sdo parcialmente sobrepostos ao longo de um
eixo especifico. Ha, portanto, no CR de células de V1, a formacéo de regides
alongadas e orientadas em torno desse mesmo eixo (figura 4.1). As células
simples, por sua vez, seriam 0 primeiro estagio do processamento visual em
V1, enviando, posteriormente, projecdes excitatérias para células complexas.
Estas sdo também seletivas a orientacdo, no entanto, ndo possuem as sub-
regides excitatorias e inibitérias bem definidas e organizadas em seus CRs.
Assim, o modelo assume uma estrutura de projecdo hierarquica convergente,
de forma que a maioria das células do cértex visual priméario é seletiva a
orientacao.

Diversos trabalhos anatémicos das regides do NGL e do cortex visual
fornecem suporte para o modelo classico. As células simples sdo encontradas
predominantemente nas camadas IV e VI, nas quais sdo projetadas as
terminacdes dos axbénios do NGL (Hubel e Wiesel, 1962; Bullier e Henry, 1979;
Martinez et al., 2005). Além disso, registros simultaneos no NGL e no cortex
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apontam para uma conexao direta entre as células dessas duas regides
(Ferster e Lindstrom, 1983; Tanaka, 1983; Reid and Alonso, 1995).

Figura 4.1. llustragdo do modelo de Hubel e Wiesel. A) Campo receptivo da célula
simples. Sub-regido excitatoria é representada por x e sub-regides inibitérias sdo
representadas pelos triangulos. B) As células simples recebem aferéncias
excitatérias das células talamicas que possuem campos receptivos concéntricos
alinhados paralelamente a orientacdo preferida (barra preta). Um estimulo na
orientacdo preferida ativa varias células talamicas simultaneamente, enquanto um
estimulo na orientacdo anti-preferida (barra branca), ativa apenas uma célula de
cada vez. Adaptado de Hubel e Wiesel (1962).

Outro ponto-chave do modelo, a organizacdo espacial das aferéncias
provenientes do NGL, também é evidenciado em alguns estudos. A
sobreposicdo dos CRs das células talamicas, orientados paralelamente com
sub-regides de mesma polaridade (ON ou OFF) dos CRs das células corticais,
€ encontrado em trabalhos com gatos (Tanaka, 1983; Reid e Alonso 1995; Jin

et al., 2008) e furbes ( Chapman et al., 1991).
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A importancia da atividade aferente vinda do NGL na geracdo da
seletividade a orientacdo é evidenciada em estudos como Ferster et al. (1996)
e Chung e Ferster (1998). Nesses estudos, as células simples, que recebem
aferentes talamicos e de outras células corticais, foram registradas apos a
inativagcdo do cortex por meio de resfriamento ou estimulacdo elétrica,
respectivamente. Em ambos o0s experimentos, demonstrou-se que nao ha
mudancas significativas nos parametros da curva de seletividade a orientagéo -
— 0 pico da orientacdo preferida e a largura da banda (LB) — apés a abolicdo
dos inputs intracorticais.

Apés alguns anos e devido a algumas aparentes incongruéncias do
modelo classico, como por exemplo, o fato de células corticais apresentarem a
invariancia ao contraste (Sclar e Freeman,1982; Skottun et al., 1987) e a
variacdo da dinamica temporal da curva de seletividade a orientacédo (Ringach
et al.,, 1997, 2003), outros modelos surgiram para tentar responder a essas
questodes.

Surge, portanto, a hipétese da atuacdo da inibicdo intracortical no
processo de emergéncia da seletividade. Essa inibicdo, segundo os diversos
modelos, poderia ser causada por neurdnios seletivos a orientacdes diferentes
da célula que esté recebendo o aferente excitatorio talamico, ou poderia ser por
agueles seletivos as mesmas orientacbes ou insensiveis a orientacéo
(Worgotten e Koch, 1991; Ben-Yishai et al., 1995; Douglas et al., 1995; Somers
et al., 1995; Sompolinsky e Shapley, 1997; Troyer et al., 1998; McLaughlin et
al., 2000; Lauritzen e Miller, 2003).

Apesar dos diversos trabalhos demonstrarem a importancia da inibicédo e
um possivel papel da mesma nos mecanismos de seletividade das células
corticais, 0 assunto ainda se encontra em aberto. Isto porque, estudos em que
ocorre a inativacdo da inibicdo por diversos métodos (aplicacdo intravenosa ou
toépica de bicuculine, aplicacdo de picrotoxina, resfriamento e estimulagéo
elétrica), tém apresentado resultados controversos. Pettigrew e Daniel (1973),
Rose e Blackmore (1974), Sillito (1975), Sato et al. (1996), descreveram
alteracdes na seletividade dos neurdnios corticais, entretanto, Nelson et al.
(1994), Ferster et al. (1996), Chung e Ferster (1998), demonstraram que a
atividade remanescente, de origem excitatéria e talamica, € suficiente para

produzir uma seletividade similar ao do cértex intacto.
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Dentro desse contexto, o estudo da dinamica temporal da seletividade a
orientacdo € uma abordagem que vendo sendo utilizada ao longo dos anos
para tentar elucidar essa emergéncia. Se a seletividade é gerada estritamente
por processos talamicos, como proposto pelo modelo classico, a mesma
deveria se manter constante ao longo do tempo. Por outro lado, se
mecanismos intracorticais inibitérios atuam de alguma maneira, as células
deveriam, entdo, ser inicialmente pouco seletivas e ao longo do tempo, se
tornariam mais seletivas. Em 1997, Ringach e colaboradores usaram o método
de correlacdo reversa para estudar a dinamica temporal da seletividade a
orientacdo, e desde entdo, novos estudos tem sido realizados com essa
abordagem e tem lancado luz no tema em questdo. O presente capitulo tem
por objetivo utilizar tal método para caracterizar a seletividade a orientacdo e
sua dinamica temporal no wulst visual da coruja suindara.

A seletividade na coruja suindara foi descrita inicialmente na década de 70
do século passado (Pettigrew e Konishi,1976; Pettigrew, 1979) por meio de
registros extracelulares. Esses estudos classicos demonstraram que, apesar do
wulst ndo ter uma estrutura telencefalica semelhante aos mamiferos, seus
neurbnios sao seletivos para a orientacdo do estimulo. Décadas mais tarde,
Nieder e Wagner (1999), também realizaram registros eletrofisiolégicos, mas
nao apresentaram dados descritivos e detalhados da seletividade a orientacao,
apesar de 0os mesmos terem sido essenciais para a demonstracdo dos
correlatos neuronais relacionados a percepcao de contornos ilusoérios. Desde
entdo, ndo ha outros estudos descritos na literatura que investiguem tal
questao, exceto um trabalho do nosso grupo, em corujas-buraqueiras (Baron et
al., 2007), mas que ndo se atém a dindmica temporal da emergéncia a

seletividade a orientacéo.
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4.2. Resultados
4.2.1. Dinamica temporal e caracterizagcdo da seletividade a orientacéo

Foram registrados 63 neurbnios do wulst visual em cinco corujas Tyto
alba. Segundo os critérios de exclusdo apresentados na seccdo 3.6.2 de
Materiais e Meétodos, 34 neurdnios foram desconsiderados das anélises
seguintes e 0s 29 restantes passaram pelas proximas analises. A figura 4.2
ilustra a resposta de uma célula representativa da amostra que foi utilizada
para as analises futuras. A analise referente a toda caracterizagdo da
seletividade a orientacdo bem como sua emergéncia foi feita na frequéncia
espacial que evocou maior resposta (FE preferida) da célula. No exemplo em
guestdo, observamos que a resposta a orientacdo em funcdo do tempo €

encontrada na frequiéncia espacial de 1Hz.

FE=0,12Hz FE= 0,25Hz

FE= 0,5Hz FE=1Hz

FE= 2Hz FE=4Hz
T

|
0 180ms

ori011a05_2B

Figura 4.2. Resposta neuronal a orienta¢ao ao longo do tempo. Célula representativa
da amostra onde a resposta a orientagdo ao longo do tempo é mais intensa na

\

frequéncia de 1 ciclo/grau. Todas as demais andlises referentes a seletividade a
orientacdo foram realizadas na frequéncia espacial preferida da célula.

A analise da dinamica temporal se deu inicialmente com a
caracterizacdo da laténcia inicial, laténcia 6tima e duracdo da seletividade
(Seccado Materiais e Métodos, item 3.6.4). Assim, observa-se que ap0s um

determinado tempo ha o inicio da resposta, com gradual aumento, atingindo
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um pico e posteriormente ocorre o declinio da mesma. O inicio (laténcia inicial)
e a duracdo da seletividade bem como o tempo onde a resposta € maxima
(laténcia o6tima) variam de célula para célula (figura 4.3). A célula em A, por
exemplo, atinge sua resposta maxima em 60 ms e tem por duracdo 60 ms. Ja a

célula em B atinge o pico da resposta em 100 ms e a duracéo é de 90 ms.

———— 180ms — ———— 180ms
—— A ——— e
— —
—— 150ms ~— " 150ms
_— —_
— ~—— 120ms J/\ 130m
/_\-_’ —/_\

— T Laténcia 6tima —/'/-IA\ 100 ms

Duragéao

Laténcia 6tima 60 ms

S

/\__, _//\

/\’— Duragéo '4\
—

A W Tallall ___—-—/-\._
s Laténcia inicial 40m
~ . . . ——— e —
Laténcia inicial = ~~——~— 30m
—J‘-\—-\’-—- _
0 e 7 —
(=] e —— =
=g15 . §10 o
2% i o e a 45 9 13 165
Orientagdo (graus) Orientag&o (graus)
ori010a05_1A ori019a03_3C

Figura 4.3. Dinamica temporal da seletividade a orientagcdo. As laténcias iniciais, as
laténcias 6timas bem com as duragfes da seletividade variam de célula para célula. A
atividade aumenta progressivamente, atingindo uma resposta maxima e depois
decresce nas laténcias finais. LB= largura de banda, medida local de seletividade a
orientacao.

Populacionalmente, a média da laténcia inicial é de 43,17ms (14,39
DP), a média da duragéo € 52,78 ms (x21,69 DP) e da laténcia 6tima 69,56 ms
(11,67 DP), como demonstrado na figura 4.4.
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Figura 4.4. Dinamica temporal da seletividade a orientacdo,dados populacionais. A)
laténcia inicial, com média de 43,17ms B) laténcia 6tima, com média de 69,56 ms e
C) Duracdo da seletividade, com média de 52,78 ms. As setas pretas indicam os
valores médios. n=29.

Em sequéncia, as curvas de seletividade foram ajustadas com uma Von
mise (Materiais e Métodos, seccédo 3.6.5). Esses ajustes foram realizados para
todos os periodos de laténcia. Porém, como esperado, nas laténcias iniciais
(aproximadamente de 0 a 30ms em média) e nas finais (130ms a 180ms, em
média) as curvas de ajuste de seletividade sdo bastante planas e nao
passaram nos critérios estatisticos. Assim, as andlises posteriores foram
realizadas para as seguintes laténcias: laténcia 6tima, 10, 20 e 30 ms a menos
que a oOtima e 10, 20 e 30 ms apOs a 6tima, totalizando, portanto, 7 curvas de
ajustes. Os ajustes das curvas foram avaliados por meio do Teste-F (p<0,05), a

fim de verificar a confiabilidade estatistica dos valores de coeficientes de
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#células

#células

determinacao (R?) obtidos. O coeficiente de determinacéo indica a variancia na
resposta em cada condi¢cdo apresentada e valores proximos a 1 demonstram
que o modelo escolhido é capaz de realizar uma boa estimativa dos dados. A
figura 4.5 apresenta os valores de R? para as curvas obtidas de cada célula
nas 7 laténcias. Todas as células passaram pelo teste F, nas referidas
laténcias. Os valores de média encontrados para cada distribuicdo sao: 0,94,
0,97, 0,98, 0,97, 0,97, 0,96, 0,94 para as laténcias de 30, 20, 10 ms anteriores
a Otima, laténcia otima e 30,20 e 10ms posteriores, respectivamente, e assim
observamos que os ajustes feitos forneceram uma boa descricdo dos dados.
Importante frisar que nesse trabalho, as laténcias dos 10 ms anteriores e dos
10ms posteriores a laténcia 6tima, também s&o referenciados como laténcia de

desenvolvimento e laténcia de decaimento, respectivamente.
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Figura 4.5. Distribuicdo dos valores de R-square. A a G distribuicdo do R-square nas
sete laténcias: 30, 20, 10ms anteriores a 6tima, 6tima, 30, 20 e 10 ms posteriores a
otima. Valores proximos a 1 significam que houve um bom ajuste dos dados. As setas
pretas indicam os valores da média. n=29.

Duas medidas de seletividade a orientagdo foram calculadas: a largura
de banda da curva de seletividade (medida local) e a variancia circular (medida
global). Relembramos que a largura de banda (LB) leva em consideracéo
apenas o pico da resposta. Ja a variancia circular (VC) considera as respostas
em todas as orientacdes apresentadas e varia entre 0 e 1. Valores proximos a
0 indicam células muito seletivas e aqueles préximos a 1 indicam células pouco
seletivas a orientacao.

Na figura 4.6 sdo apresentadas as distribuicdes dessas duas medidas na
laténcia 6tima, onde, portanto, a resposta € maxima. No wulst visual de Tyto
alba, ha uma heterogeneidade com relacdo a essas medidas, com células
altamente seletivas apresentando valores de LB e VC menores, bem como
aguelas ndo tao seletivas com curvas mais largas e com VC maior. A média

dos valores de LB e VC na laténcia 6tima foram 26,78° e 0,47 respectivamente.

A Medida Local B Medida Global
20+ 8 -
15- 6
[12)
i)
10 2 44
o
*
5 24
0- 0-
Largura de banda (graus) Variancia Circular

Figura 4.6. Medidas de seletividade & orientacdo. A) Largura de banda. E uma
medida local, uma vez que considera os valores de orientacdo préximos ao pico da
resposta. Foi calculada como metade da largura na metade da altura da curva. B)
Variancia Circular. E uma medida global. Valores préximos a 1 indicam baixa

seletividade e os préximos a zero, alta seletividade a orientacdo. As setas pretas
indicam os valores médios. n=29.
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As duas medidas estdo correlacionadas positivamente como
observamos na figura abaixo, rho = 0,66 com p <0,0001. De um modo geral,
células com baixos valores de variancia circular apresentam menores valores
de largura de banda. No entanto, observa-se que algumas células que
possuem mesma largura de banda, ndo necessariamente possuem a mesma
variancia circular, como aquelas assinaladas na figura abaixo. Provavelmente,
0S mecanismos relacionados a emergéncia do pico da resposta sejam
diferentes daqueles que direcionam a resposta a orientacdes nas bordas da
curva. Na proxima seccdo avaliamos, ainda que de forma indireta, quais

mecanismos poderiam estar direcionando essa modelagem das curvas de

seletividade.
1.01
Células LB CV o/P
& 0.8- °
3 e o o A) 0ri043a03_1b 23,86 0,30 0,09
= 0.6 : L J L
Q ® L
© ° ® B) 0ri020203_3b 23,86 0,46 0,09
0 0.4 l.. o
c Y. ®
= i
= f ] C) 0ri019b03_3c 2311 0559 0,15
> 0.2 o0
n=29 D) 0ri049a04_2b 23,82 062 027
0.0 1 ] 1 1
0 20 40 60 80

Largura de banda (graus)

Figura 4.7. Relacdo entre medidas de seletividade a orientagdo. H4 uma correlagcéo
positiva e significativa entre a largura de banda e a variancia circular. As medidas de
seletividade das células em destaque estdo apresentadas na tabela ao lado do gréfico.
Algumas células possuem mesma largura de banda, porém variancia circular e O/P
diferentes. Células A, B, C e D correspondem respectivamente as cores: azul,
vermelho,verde e lilds. n=29.

4.2.2. Mecanismos

Como ja outrora mencionado, a variancia circular leva em consideracgéo as
demais orientacdes, e ndo apenas o pico da resposta. Portanto, intuitivamente,
a resposta fora do pico, ou seja, na borda da curva, foi analisada.
Gegenfurtner et al., (1996) e Ringach et al., (2002b) reportam uma outra
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medida de seletividade que leva em conta a resposta da orientacdo ortogonal
(90° da orientacado preferida) em comparagdo com resposta da orientacao
preferida . No presente estudo, foi calculada para todas as laténcias a taxa
O/P, onde a resposta da orientacdo ortogonal foi dividida pela resposta da
orientacdo preferida. Quanto menor o valor dessa taxa, significa que a célula
mais seletiva a orientacao.

Em sequéncia, a variancia circular foi correlacionada com a O/P. Na
figura 4.9 observa-se a forte correlacdo entre ambas medidas na laténcia 6tima
(rho = 0,91, p<0,0001, Pearson). Ao compararmos o0s valores obtidos das trés
medidas de seletividade de algumas células (vide tabela na figura 4.7), nota-se
que apesar das mesmas possuirem a LB muito proximas, suas VC diferem
consideravelmente assim como a O/P. As células que apresentam uma VC
menor possuem também uma O/P menor, resultante de uma atenuacdo da
resposta na orientagao ortogonal.

Que processos estariam ligados a essa atenuacéo da resposta ortogonal
e consequentemente da conducdo e modelagem da curva de seletividade a
orientacdo no wulst? Ringach et al., (2002b) sugerem que a inibicdo
intracortical a estimulos diferentes dos otimais possuem um papel
preponderante na geracdo da seletividade a orientacdo. De fato, ao
observamos a figura 4.8, nota-se que as respostas as orientacdes fora do pico
estdo abaixo da atividade espontanea (linha tracejada). A célula em A
apresenta valor de VC de 0,33 e em B de 0,42.

Diante disso, foi calculada uma taxa de inibicdo (resposta na orientacao
ortogonal dividida pela atividade espontanea) na laténcia 6tima. Se de alguma
maneira processos inibitdrios intra-wulst participam da emergéncia da
seletividade a orientacdo esperariamos uma correlacdo entre a taxa e as

medidas de seletividade acima mencionadas.
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Figura 4.8. Curvas de seletividade a orientagdo. Em A e B dois exemplos
representativos da amostra, onde as respostas as orientacfes diferentes da preferida e
fora do pico estdo abaixo da atividade esponténea. Para as células mais seletivas, ha
uma maior atenuacéo na orientacdo ortogonal. Orientacéo preferida de A e B: 67,90° e
123,19°. Ortogonal de A e B: 157,90° e 33,19°. Linha tracejada ¢é atividade espontanea.

Essa taxa foi correlacionada com a variancia circular e obtivemos uma
correlagao de rho= 0,58 p <0,01 (Pearson), figura 4.9. A correlacdo encontrada
entre a taxa e O/P foi de rho=0,68, p<0,001(Pearson). Podemos inferir entdo
gue mecanismos inibitérios intra-wulst atuam na emergéncia da seletividade e
de um modo geral, células mais seletivas tendem a ter um maior silenciamento

das respostas a orientagdes ortogonais a preferida.
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Figura 4.9. Relacdo entre medidas de seletividade a orientagéo e inibicdo. H& uma
correlacdo positiva e significativa entre a variancia circular e a medida O/P. A variancia
circular se correlaciona positivamente com a taxa de inibigdo, indicando uma possivel
participacdode mecanismos inibitérios intra-wulst, em especial nas orientagfes
ortogonais a orientacao preferida, na emergéncia da seletividade a orientacdo. n=29.

4.2.3. Separabilidade orientag&o e tempo

Outra maneira de tentarmos compreender sobre quais os mecanismos
estdo relacionados a essa emergéncia da seletividade a orientacdo é avaliar a
separabilidade da orientacdo em relagdo ao tempo. Analisar a dinamica
temporal dessa seletividade pode trazer luz para a hipotese de que a mesma é
dirigida estritamente por processos talamicos ou por processos gue perpassam
no wulst. Dessa forma, para as sete curvas de ajustes obtidas nas sete
laténcias j& mencionadas, foram analisadas a largura de banda (LB) e a
orientacao preferida.

Os neurdnios do wulst apresentam uma heterogeneidade da dinamica
temporal da seletividade, como demonstrado na figura 4.10. Observa-se
algumas células que mudam a largura de banda, mas de uma forma geral, néo
h& grandes mudancas para as demais células. Populacionalmente, apesar de
observamos grandes mudancas nas larguras de banda de algumas células,
ndo hd mudancas significativas ao se comparar LBs das curvas da laténcia

Otima com as das demais laténcias (Wilcoxon, p>0.05).
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Figura 4.10. Largura de Banda em funcdo do tempo. Algumas células alteram a
largura de banda ao longo do tempo, entretanto, para a maioria das células a mesma
€ mantida constante. n=29.

Foram testadas também se a média das diferencas entre as larguras e
orientacbes preferidas nas diferentes laténcias eram significativamente
diferentes de zero, caracterizando, portanto, uma alteracdo na seletividade ao
nivel populacional. As médias das diferencas ndo foram significativamente
diferentes de zero (Teste-T, p>0,05). Na figura 4.11, sdo apresentadas as
diferencas entre as LB em diferentes laténcias bem como também as
diferencas das orientaces. Mesmo para essa amostra pequena, observa-se
que para a maioria das células, as diferencas se encontram préximas a zero.
Ao nivel celular, também n&do foram observadas mudancas significativas,
exceto em uma célula, ao compararmos a LB na laténcia 6tima com a LB da
laténcia 30ms a menos da Otima. J& para a orientacdo preferida, foram
encontradas diferencas significativas em 3 células, comparando as curvas da

laténcia 6tima com 20 e 30 ms ap0s a mesma.
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Figura 4.11. Diferencas da orientacdo preferida e da Largura de Banda (LB) entre as
laténcias. Dos valores de orientacdo preferida e LB das curvas de seletividade
obtidos na laténcia 6tima de cada célula foram subtraidos os valores obtidos das
curvas nas demais laténcias. Essas laténcias foram: 10, 20, 30ms antes e 10, 20,30
ms apos a otima.Observa-se que para a maioria das células ha pouca mudanca tanto
na LB quanto na orientacdo preferida ao longo do tempo. n=29

# células
Diferengas

O que concluimos, portanto, € que de modo geral a curva de
seletividade a orientacdo no wulst visual ndo se altera em fungdo do tempo.
Isso corrobora a hipotese de que processos talamicos dirigem a emergéncia
dessa seletividade. A seletividade seria, entdo, proveniente da convergéncia
das entradas oriundas do NGL, como postula o modelo classico (Hubel e
Wiesel, 1962). Tal afirmativa se faz plausivel, uma vez que Pettigrew e Konoshi
(1976) declaram a similaridade do NGL da Tyto alba com o de mamiferos, com
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centros ON e OFF organizados concéntricamente e com aferéncia direta para o
wulst.

Mas além da LB e orientagdo preferida, a variancia circular também foi
avaliada ao longo do tempo. A variancia circular foi calculada para todas as
laténcias e 0 que se observa é que ela € proxima de 1 na laténcias iniciais,
diminuindo gradativamente até atingir o valor minimo na laténcia 6tima e
posteriormente, aumenta a valores proximos de 1 novamente. Interessante
notar que essa dinamica temporal é heterogénea também para essa medida
mais global da seletividade, com o surgimento da seletividade atingindo seu
apice rapidamente (figura 4.12, curva vermelha) ou nao (figura 4.12 curva azul).
Populacionalmente, a variancia circular é significativamente diferente ao
compararmos os valores obtidos na laténcia 6tima com as demais laténcias
(Teste-T pareado, p<0,05 para todas as comparacdes).

Assim, se considerarmos apenas 0 pico da resposta a orientacao, em que
observamos pouca ou nenhuma mudanca em funcéo do tempo concluimos que
processos talamicos dirigem essa seletividade. No entanto, ao analisarmos
uma medida mais global, em que as demais orientacdes sdo levadas em conta,
h& uma mudanca significativa ao longo do tempo. Dado que, a variancia
circular se correlaciona fortemente com a taxa de inibigdo, podemos concluir
que a seletividade nos neurbnios do wulst é dirigida também por processos
intra-wulst que s&o responsaveis por modelar as borda da curva de

seletividade.
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Figura 4.12. Dindmica temporal da Variancia Circular (VC). A mesma € proxima de 1
nas laténcias iniciais e finais, conforme o esperado, uma vez que em tais laténcias os

\ s

neurdnios ndo apresentam seletividade a orientacdo. O menor valor de VC é
encontrado na laténcia 6tima e varia de célula para célula. A curva vermelha, por
exemplo, apresenta os valores de VC para um neurdnio que atinge o menor valor
rapidamente (em torno de 60 ms), enquanto a curva azul, apresenta uma dinamica
diferente, atingindo o menor valor em torno de 90ms. n=29.

4.2.4. Consideracdes metodologicas

4.24.1. Correlagcdo Reversa versus estimulacdo em regime
permanente

Dentro do contexto do nosso laboratério onde este trabalho foi
desenvolvido, venho ressaltar a importancia do mesmo, uma vez que até o
presente momento a estimulacdo com uma sequéncia rapida de grades
estaticas (estimulacdo dindmica) e a analise por correlagdo reversa nao era
utilizada em nossos experimentos. Nao obstante os primeiros trabalhos
descritos na literatura serem de 1997 (Ringach, 1997), tal método ainda né&o
tinha sido implementado, testado e utilizado em nosso laboratério. Como ja
mencionado, foram realizadas diversas modificagbes em nossos softwares
para possibilitar a elaboracdo dos estimulos, apresentacdo dos mesmos e
analise dos dados. A implementacdo e a padronizacdo do método trouxe
ganhos cientificos importantes, uma vez que permite a utilizacdo de um método
diferente do tradicional, com estimulacdo em regime permanente, e
consequentemente, possibilita responder a diferentes perguntas e paradigmas
gue o método tradicional responde de forma limitada. Além disso, essa técnica
se torna de grande valia no momento de caracterizacdo (afericdo da
orientacdo, frequéncia espacial e fase preferidas) dos neurdnios durante as
sessdes de registros. Atualmente, esse momento de caracterizagdo € feito com
estimulacdo em regime permanente e consome muito tempo das sessdes de
registro (em torno de 1 hora). Assim, com o método aqui utilizado, o tempo
empregado nessa parte inicial dos experimentos sera otimizado.

Em conjunto com a estimulacdo dinamica alguns neurdnios do wulst
foram estimulados também por grades senoidais em movimento e estaticas,
em regime permanente (para detalhes dos protocolos, Materiais e Métodos,

seccdo 3.5.1), como ja citado na secgdo anterior. Tais protocolos foram

64



utilizados para verificar a confiabilidade dos dados obtidos por meio da
correlagcdo reversa. As orientagcbes obtidas das curvas analisadas por
correlacao reversa foram comparadas com as obtidas pelo método tradicional.
Observa-se que ha uma forte correlacdo entre elas demonstrando que o0s
resultados encontrados por um método sdo semelhantes ao outro no que tange
as orientacdes preferidas (figura 4.13). As correlagbes encontradas foram
significativas, rho=0,99, p<,0001, Pearson, para comparacao das orientacdes
com aquelas obtidas com grades senoidais em movimento e rho=0,98,
p<0,0001,Pearson, para com aquelas obtidas com grades estaticas. Além
disso, foram correlacionadas também a largura de banda (LB) e a variancia
circular (VC). Para os valores obtidos com grades senoidais em movimento e
correlacdo reversa, foi encontrado correlacao positiva e significativa, a saber:
para LB, rho=0,69, p<0,001, Spearman e para variancia circular, rho=0,76,
p<0,001, Pearson. Ja para a correlacdo com as grades estaticas, a correlacédo
€ positiva ainda que ndo seja significativa e foi obtido: para LB, rho=0,52,
p=0,06, Spearman e para variancia circular, rho=0,54, p=0,05, Pearson.
Nishimoto et al., (2005) demonstrou, de igual forma, a acurdcia e a

compatibilidade entre os dois métodos.
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Figura 4.13. Correlacdo de pardmetros de precisdo das curvas de orientacdo obtidos
por diferentes estimulacdes. A coluna a esquerda mostra a correlacdo entre os
parametros orientacdo preferida, largura de banda e variancia circular obtidos por
estimulagdo em regime permanente com grades em movimento e por estimulagéo
dindmica. As correlagcdes sdo positivas e significativas para A, C e E. Na coluna da
direita, os mesmos parametros sao correlacionados com aqueles obtidos por
estimulacdo em regime permanente com grades estéticas. As correlagdes sao positivas
e significativa apenas para B. Observa-se que ha uma compatibilidade entre os
métodos.
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4.2.4.2.Tempo de estimulagéo

Algumas consideracbes sdo necessarias com relacdo a escolha do
tempo de estimulacdo utilizado no presente estudo. De uma forma geral,
alguns trabalhos descritos na literatura utilizam um periodo de estimulacdo
menor do que o que foi utilizado (Ringach et al, 1997). Na verdade, para 19
células foi utilizado um periodo de estimulacdo de 20 ms por quadro, uma vez
gue nosso setup experimental permite a apresentacdo e aquisicdo dos dados
com precisdo. Porém, dessa amostra de células apenas trés passaram pelo
critério de exclusdo (Materiais e Métodos seccdo 3.6.2). Como podemos
observar na figura 4.14, para algumas células ndo houve resposta evocada ou
quando esta ocorreu foi muito pequena e ndo passou pelo critério estabelecido
para exclusao.

Ao utilizarmos 50 ms por quadro, de fato, perde-se em resolucao
temporal, mas ganha-se na relacdo sinal-ruido. Analisando as trés células,
como esperado, observa-se que as laténcias iniciais sdo maiores do que
quando utilizamos 50ms por quadro. Mas as laténcias 6timas ndo se alteram
muito e nem mesmo o0s valores de largura de banda e orientacdo preferida
(tabela 4.1). Para trabalhos posteriores tal questdo deverd ser ponderada
novamente a fim de encontrar uma adequacao entre a metodologia e os

objetivos propostos por estes trabalhos.

PO A o Orientacéo
p Laténcia inicial Laténcia 6tima LB .
Células Preferida
(ms) (ms) (graus) (graus)
20ms --- 50ms 20ms --- 50ms 20ms --- 50ms 20ms --- 50ms
A) ori044 60,66 --- 37,61 73,38 ---75,25 23,48 --- 24,36 71,33 --- 67,89
B) ori047 56,66 --- 29,05 72,50 --- 60,63 13,76 --- 17,96 130,63 ---- 127,48
C)ori060 46,25 --- 19,65 56,18 --- 53,82 27,05 --- 26,22 57,29 --- 56,43

Tabela 4.1. Comparacdo de laténcias e parametros da curva de seletividade a
orientacdo em diferentes tempos de estimulagcdo. As trés células foram estimuladas
com diferentes tempos, 20 e 50 ms por quadro. Observa-se que a laténcia inicial se
altera, porém os demais parametros e laténcia 6tima nao variam muito quando
comparamos uma estimulagdo com outra.
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Figura 4.14. Resposta neuronal a diferentes tempos de estimulacdo. A) Exemplo de
resposta de um neurbnio estimulado por 20ms/quadro. Houve resposta evocada,
porém esta foi muito baixa e ndo passou pelo critério de exclusdo. B) Mesma célula
da figura A, porém estimulada com 50ms/quadro. Com essa estimulacao a resposta
evocada é maior e consequentemente, passou pelo critério de exclusao.
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4.3. Discussao
4.3.1. Sintese dos resultados

O presente capitulo teve por objetivo prover mais dados acerca da
seletividade a orientagdo no wulst visual das corujas suindaras. NOSsOs
resultados corroboram com os dados j& descritos na literatura (Pettigrew e
Konishi,1976 e Pettigrew, 1979) onde observamos de igual modo que os
neurbnios do wulst apresentam campos receptivos pequenos, integracao
binocular e seletividade para orientagéo e diregcdo do movimento. A seletividade
a orientacdo surge muito rapidamente (média de 43,17 ms na laténcia 6tima) e
observamos uma heterogeneidade, com células altamente seletivas
apresentando valores de largura de banda e variancia circular menores (por
exemplo, 23,11° e 0,15, respectivamente), bem como aquelas néo tao seletivas
com curvas mais largas e com VC maior (por exemplo, 63,40° e 0,78,
repectivamente).

Associado a essa caracterizacdo gquantitativa da seletividade a orientacéao,
nossos achados trazem, ainda que de forma indireta, luz aos possiveis
mecanismos relacionados a emergéncia da mesma. Apesar de as medidas de
seletividade serem fortemente correlacionadas, células com a mesma largura
de banda, apresentam variancia circular diferentes. Diante disso, nhos
perguntamos se 0S mecanismos neuronais que atuam nas bordas das curvas
seriam 0s mesmos daqueles que geram o pico da resposta. Assim, avaliamos a
resposta na orientacdo ortogonal, sua relacdo com a variancia circular e com
possiveis indicativos da presenca de mecanismos inibitorios intra-wulst (taxa de
inibicdo). Observamos que células mais seletivas tendem a ter uma maior
diminuicdo das respostas abaixo da atividade espontdnea nas respostas a
orientacdes ortogonais a preferida.

Ao analisarmos a separabilidade da seletividade no tempo observamos
que a largura de banda (medida local) e a orientagcdo néo se alteram para a
maioria das ceélulas da nossa amostra, e 0 oposto € encontrado para a
variancia circular. Inferimos, portanto, que a seletividade emerge de forma que
0 pico da resposta seria dirigido por processos talamicos excitatorios em
conjunto com processos inibitorios intra-wulst especialmente nas orientacdes

ortogonais a preferida.
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Alem disso, parece existir uma tendéncia dos neurdnios do wulst serem

mais seletivos para as orientagdes horizontais.

4.3.2. Comparacdo com estudos prévios no cortex visual priméario

No cortex visual primario de macacos a seletividade a orientacdo emerge
apos 30 a 70 ms (Celebrini et al.,, 1993; Ringach et al, 1997, Mazer et al.,,
2002) e persiste por 40 a 85 ms (Ringach et al, 1997). Em gatos, Schummers
et al., (2007) descreve uma laténcia inicial de 25 a 50 ms, com média de 34,3
ms e laténcia 6tima com média de 55,8 ms. Além disso, a duracdo varia
bastante, em torno de 30 a 150 ms.

Além disso, em mamiferos, sdo descritos valores médios de largura de
banda de: 20° para gatos, 21° para furdes, 25° para esquilos e entre 24° e 40°
para macacos (Heimel et al.,, 2005). Essa seletividade é, portanto, também
heterogénea, de modo que as camadas corticais que recebem aferéncias
vindas do nucleo geniculado lateral (NGL) apresentam neurbnios menos
seletivos do que os das camadas que se projetam para outras areas visuais
(Ringach et al, 1997; Ringach et al., 2002). No wulst, suas camadas mais
profundas (IHA e HD) recebem a maior parte das projecfes talamicas e a
camada mais superficial (HA) é a fonte de projecbes para alvos extra -
telencefélicos e intra-telecenfalicos (Karten, 1973; Shimizu et al., 1999). No
entanto, no presente estudo nao foi realizado um controle rigoroso dos locais
de registro, com lesdes eletroliticas ao final dos registros, por exemplo, a fim de
confirmar posteriormente por meio da histologia em quais camadas do wulst se
encontravam as células registradas. Dessa maneira, ndo € possivel
estabelecer com certeza se as células registradas estdo recebendo aferéncias
talamicas diretas, ou se sdo células constituintes da camada HA e,
consequentemente, determinar uma relacdo entre a seletividade e localizacéo
das células nessas camadas do wulst.

A emergéncia da seletividade a orientacdo no cOrtex visual primario
sempre foi alvo de intensos debates desde os achados de Hubel e Wiesel na
década de 60. As curvas de seletividade segundo o modelo classico seriam
conceitualmente mais largas, com respostas em todas as orientacdes, devido a

somacao linear das aferéncias vindas do NGL. Para garantir entdo a
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seletividade, o modelo propde uma filtragem dessa somacdo por um
mecanismo de ajuste de limiar de disparo que garante a seletividade
orientacional da célula cortical. Entretanto, tais proposi¢cdes sé sédo validas em
apenas um contraste. Se o limiar for muito alto, estimulos de baixos contrastes
nao evocariam respostas supra-limiares. Para que isso aconteca, a célula
cortical tem que diminuir seu limiar de disparo resultando em perda da
seletividade a orientacdo. Portanto, 0 modelo classico prediz que a precisdo da
seletividade a orientacdo muda em funcdo do contraste, o chamado “efeito
iceberg”. Porém, registros eletrofisiolégicos em V1 mostram que a seletividade
a orientacdo ndo varia em func¢éo do contraste (Sclar e Freeman,1982; Skottun
et al., 1987; Fester e Miller, 2000; Carandini, 2007). Além disso, nos registros
eletrofisiol6gicos observam-se neurénios com pouca ou henhuma resposta nas
orientacbes fora do pico da curva de seletividade como na orientacdo
ortogonal, por exemplo, (Ringach et al, 2003). Diante disso, as incongruéncias
entre o modelo classico e 0 que se observa nos registros poderiam ser
sanadas com a inibicdo intracortical, que surge como outro mecanismo para
tentar explicar a emergéncia da seletividade.

Assim, os indicativos da presenca de mecanismos inibitorios intra-wulst
sdo no minimo plausiveis, considerando o que foi acima exposto, e observando
nos neurdnios do wulst pouca resposta a orientacdes fora do pico da curva,
além da ocorréncia do fenbmeno de invariancia ao contraste em algumas
células do wulst (Amorim, 2011). Corroborando os achados do presente
estudo, Baron et al., (2007) observou efeitos supressores dos padrdes xadrez
(plaids), e sugere a existéncia de inibicdo trans-orientagao (cross-orientation
supression) e consequentemente mecanismos de inibicdo no wulst visual. Tal
inferéncia € aceitdvel uma vez que a inibicdo trans-orientacdo € uma das
evidéncias funcionais de inibicdo entre neurbnios com diferentes orientagdes
(Morrone et al., 1982, 1987). Ademais, Pettigrew (1979) demonstrou que em
penetracdes tangenciais a orientagdo muda gradualmente no wulst da coruja
suindara, indicando uma organizagdo colunar. Corroborando com esses
resultados, Liu e Pettigrew (2003) descreveram essa organizagcao colunar da
orientacdo no wulst por meio de imageamento Optico, sendo possivel, portanto,
conectividade entre regibes com diferentes preferéncias de orientagcdo por
projecdes inibitorias.
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Inferimos, portanto, que processos talamicos excitatorios aliados a
processos inibitorios intra-wulst especialmente nas orientacdes ortogonais a
preferida seriam responséaveis pela emergéncia da seletividade a orientacdo no
wulst. Sato et al.,, (1996) e Ringach et al., (2002b,2003) demonstraram, por
meétodos diferentes, evidéncias dos mesmos processos de emergéncia da
seletividade a orientagdo em macacos.

Com relacao a separabilidade da seletividade no tempo, na literatura em
geral, ha resultados controversos. Foram observadas alteracbes na
seletividade a orientacdo ao longo do tempo (Ringach et al., 1997; Ringach,
2003, Chen et al., 2005;Sharon e Grinvald, 2002, Xing et al., 2005, Schummers
et al., 2007), mas outros estudos demonstraram também que a seletividade &
relativamente constante (Celebrini et al., 1993; Gillespie et al, 2001; Mazer et
al., 2002; Nishimoto et al., 2005). Modelos experimentais diversos, estimulacéo
e metodologias de analise diferentes, podem explicar a diversidade de
resultados encontrados. Por exemplo, Schummers et al., (2007) apresentam
um contraponto interessante para essa falta de consenso: a dinamica temporal
da seletividade pode se alterar em funcéo da localizacao vertical ou horizontal
dentro da rede cortical. Portanto, todos esses fatores devem ser ponderados.
Mesmo com essa ressalva, essa abordagem avaliando a dindmica temporal por
meio da correlacdo reversa continua sendo interessante a medida que traz
contribuicdes para o entendimento sobre as mudancas rapidas nos circuitos

corticais, bem como sobre a emergéncia da seletividade a orientacgéo.

4.3.3. Consequéncia funcional

Nossos achados contribuem para aumentar o entendimento acerca da
percepc¢ao visual nas corujas suindaras, provendo o substrato neuronal para
algumas questfes ainda em aberto. Harmening et al., (2011) mostraram que
essa espécie de coruja € capaz de detectar alvos orientados em experimentos
em que nao desempenharam qualquer tarefa, e estavam com livre
movimentagcdo da cabeca. As corujas olharam por mais tempo, mais
frequentemente e mais rapidamente para o alvo orientado do que para os
distratores (elementos dispostos em orientacéo diferente da do alvo), indicando
assim a presenca do fendmeno da saliéncia visual (pop-out) nessa espécie.

Como as corujas suindaras séo excelentes cacadoras, especializadas nessa
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tarefa em condicbes ambientais diversas vezes ndo muito favoraveis (baixa
luminosidade, por exemplo), tal fenébmeno é muito importante para detectar
mais rapidamente uma presa. Em 2015, Orlowski e colaboradores treinaram as
corujas em tarefas que testaram a saliéncia visual para orientacdo. Eles
observaram o fendmeno, e 0 mesmo € independente do niumero de distratores
utilizados (de 15 a 63). Assim, como em primatas, as corujas sdo capazes de
realizar tarefas de busca visual, tarefa essa fundamental para a sobrevivéncia
do animal. Entretanto, qual (is) area (s) cerebral (is) estaria (m) envolvida (s)
nesse fenbmeno?

O teto Optico (TO), possivel regido candidata a processar a saliéncia
visual, uma vez que ela esta ligada a selecdo de alvos mais salientes para
direcionamento da atencao (Knudsen, 2007), foi o alvo de estudos de Zahar e
colaboradores (2012). Por meio de registros eletrofisiolégicos nessa regiéo,
eles observaram que os neurdnios do TO ndo séo sensitivos a saliéncia visual
para orientacdo. Dado que a saliéncia baseada na orientacdo esta de algum
modo relacionada a neurbnios sensiveis a orientacdo (Razada e Grossberg,
2001) e que encontramos em nosso resultados, neurdnios no wulst visual
altamente seletivos a orientacdo, podemos sugerir que o0 mesmo esteja
relacionado a esse fendbmeno.

O wulst visual, mesmo ndo possuindo uma estrutura de neocortex,
poderia ser o responsavel por essas tarefas complexas como a saliéncia visual
para orientacdo e também para a geracdo da percepcao de contornos ilusérios
(Nieder e Wagner, 1999).
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Capitulo 5

Seletividade a frequéncia
espacial
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5.1. Introducéao

Os estudos da década de 60 do século passado trouxeram um grande
arcabouco para o conhecimento a cerca da seletividade dos padrées espaciais
de luminancia. Colin Blackmore e Fergus Campbell publicaram em 1969 um
estudo classico em que demonstram a existéncia de multiplos canais seletivos
a frequéncia espacial. As funcdes de sensibilidade ao contraste foram medidas
antes e ap0s o observador ser submetido a adaptacdo a uma grade senoidal
em uma determinada frequéncia espacial. Eles observaram que a adaptacéo
resulta numa perda de sensibilidade apenas para uma pequena parte
(especialmente nas frequéncias proximas aquela utilizada na adaptacdo) do
que para todo o espectro de frequéncias testadas. Assim, o sistema visual
possuiria uma sobreposicdo de canais sensiveis a uma série ou a uma

variedade de frequéncias espaciais, figura 5.1, (Blackmore e Campbell, 1969).
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Figura 5.1. Representacdo da hipétese dos mdltiplos canais seletivos a frequéncia
espacial. A) A funcdo de sensibilidade (curva pontilhada) ao contraste seria oriunda da
sobreposicdo de varios canais sensiveis a diferentes faixas de frequéncias espaciais. B)
O abaulamento na curva é decorrente de uma adaptacdo seletiva a frequéncias
espaciais préxima aquela utilizada na adaptacédo. Adaptado de Palmer, 1999.
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Se a hipdtese dos multiplos canais era real, em algum lugar do sistema
visual os mesmos deveriam estar presentes. A partir dos trabalhos classicos de
Hubel e Wiesel em gatos e macacos, as células do cértex visual primario se
tornaram, portanto, alvos de intensos estudos. Desde entdo, a seletividade
espacial tem sido investigada nessa area (Campbel et al., 1969), corroborando
com os achados do estudo psicofisico de Blackmore e Campbell.

O ndcleo geniculado lateral do tdlamo (NGL) tem campos receptivos
concéntricos e organizados em regibes centro-periferia antagonicas, e
apresentam pouca seletividade para orientacdo e frequéncia espacial. E os
neurdnios do NGL séao predominantemente filtros passa-baixa para frequéncia
espacial (De Valois et al., 1982b). Umas das propriedades notdrias das células
do cortex visual primario é sua filtragem passa-faixa. Em contraste aos
neurdnios talamicos, os neurdnios do coértex visual primario (V1), classificados
como células simples, possuem campos receptivos alongados e com duas a
trés subregides de polaridade alternada (Hubel e Wiesel, 1962). Essas células
possuem alta seletividade tanto para orientacdo quanto para frequéncia
espacial (De Valois et al., 1982).

Isso posto, 0s neurocientistas da visdo tem se perguntado como ocorre
essa transformacéo da seletividade da frequiéncia espacial de um estagio de
processamento visual para o outro, do NGL para o cértex visual priméario. Os
dois tipos de modelos propostos para explicar a seletividade a orientacao,
também sdo sugeridos para explicar a seletividade a frequiéncia espacial.
Como ja mencionado anteriormente, os modelos hierarquicos ou embasados
no modelo classico proposto por Hubel and Wiesel, assumem que a somacgao
das entradas espacialmente alinhadas provenientes do NGL pelos neurdnios
corticais sdo suficientes para prover essa seletividade. Temporalmente, a
seletividade a freqiéncia espacial seria separavel do tempo, de maneira que
nao haveria mudancas nas curvas de seletividade em funcdo do mesmo
(Bredfeldt e Ringach, 2002).

Outros modelos, no entanto, sugerem que a seletividade cortical é
produzida principalmente através de mecanismos intracorticais. Estes modelos
sugerem que a seletividade cortical depende das entradas do NGL e é refinado
atraves influéncias inibitorias (Ben-Yishai et al., 1995; Somers et al., 1995;
McLaughlin et al., 2000). Assim, as curvas de seletividade seriam inicialmente
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mais largas, refletindo a seletividade proveniente do NGL e ao longo do tempo,
por meio de mecanismos inibitorios intracorticais, elas se tornariam mais
estreitas, ou seja, mais seletivas (Bredfeldt e Ringach, 2002).

No presente capitulo, avaliamos a seletividade a frequéncia espacial nos
neurénios do wulst visual da coruja suindara bem como a dinamica temporal
relacionada a essa propriedade. Para tal, utiizamos a mesma abordagem ja
apresentada no capitulo anterior.

Em estudo anterior, a seletividade a frequéncia espacial foi avaliada
brevemente por Wagner e Frost (1994), porém dentro de uma investigacao
sobre a disparidade binocular na coruja suindara. Pinto e Baron (2009)
demonstraram em estudo mais detalhado que o wulst visual de corujas
buraqueiras, uma das espécies mais diurnas entre as corujas, possui neurénios
com curvas passa-faixa para uma ampla faixa de frequéncias. Posteriormente,
em 2010, Pinto e Baron descreveram a dindmica temporal da seletividade a
FE, entretanto com uma abordagem diferente da utilizada aqui. Os dados
obtidos no presente capitulo poderdo trazer luz sobre a emergéncia de tal
propriedade na coruja suindara, uma vez que os dados sdo escassOs ha
literatura e assim fornecer algum substrato neural para os achados psicofisicos
sobre a acuidade visual e sensibilidade ao contraste nessa espécie de coruja
(Harmening et al, 2009, Orlowski et al, 2012).

77



5.2. Resultados

5.2.1. Dindmica temporal e caracterizagdo da seletividade a frequéncia
espacial

A dindmica temporal e a caracterizacdo da seletividade a frequéncia
espacial (FE) foram analisadas por meio do método de correlacdo reversa para
61 neurbnios. Desses, 28 foram excluidos segundo o critério descrito em
Materiais e Métodos, item 3.6.2. Totalizando assim 33 células utilizadas nas
analises seguintes.

Inicialmente foram utilizadas 5 frequéncias (-2 a 2 oitavas, em passos de
1 oitava) espaciais e ao longo do estudo foram acrescentadas mais 3
frequéncias (- 4 a 3 oitavas, em passos de 1 oitava) a série em questdo. As
andlises abaixo foram realizadas na orientacdo preferida da célula. O que se
observa € o aumento gradual da resposta dos neurbnios do wulst visual as
diferentes freqUéncias espaciais apresentadas, com o0 pico da resposta
indicando a laténcia 6tima para cada célula (figura 5.2). Essa laténcia 6tima,

bem como a inicial e a duracéo da seletividade varia de célula para célula.
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Os dados populacionais revelam que a média da laténcia inicial é de
37,70 (11,06 DP), a média da duracéo é 55,99 ms (18,92 DP) e da laténcia
Otima 65,70 ms (10,42 DP), como demonstrado na figura 5.3.
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Figura 5.3. Dinadmica temporal da seletividade a frequéncia espacial, dados
populacionais. A) laténcia inicial, com média de 37,70 ms. B) laténcia 6tima, com

média de 65,70 ms e C) Duracdo da seletividade, com média de 55,99 ms. As setas
pretas indicam os valores médios. n=33.

As curvas de resposta foram entdo ajustadas (Materiais e Métodos,
seccdo 3.6.6) e os perfis de resposta foram bem capturados pela funcdo de
ajuste, como podemos observar nas distribuicdes do R-square nas laténcias de
desenvolvimento, 6tima e decaimento, figura 5.4. A média encontrada foi de
0,94, 0,95 e 0,94 para as respectivas laténcias anteriormente mencionadas.

Assim como para a caracterizacdo da orientacdo as analises posteriores foram
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realizadas para as seguintes laténcias: laténcia 6tima, 10, 20 e 30 ms a menos
que a 6tima e 10, 20 e 30 ms ap0s a 6tima, totalizando, portanto, 7 curvas de
ajustes. Entretanto, nesse capitulo, detivemos as analises nas comparacoes
entre a laténcia de desenvolvimento (10ms antes da laténcia 6tima) e de

decaimento (10ms apoés a 6tima).
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Figura 5.4. Distribuicdo dos valores de R-square. A a C distribuicdo do R-square
nas sete laténcias de desenvolvimento, 6tima e decaimento. Valores préximos a 1
significam que houve um bom ajuste dos dados. As setas pretas indicam os valores
da média. n=33.

A medida de seletividade, que é a largura de banda, foi calculada na
laténcia 6tima, na laténcia de desenvolvimento e na de decaimento. Na figura
5.5, observamos a distribuicdo da largura de banda na laténcia 6tima, com
média de 2,54 (0,72 DP) e mediana de 2,49 oitavas. Além disso, na figura 5.5
esta plotada a distribuicdo da frequéncia espacial preferida para os neurdnios

em analise, na laténcia 6tima. O pico da resposta varia de 0.18 (ciclos/grau) a
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1.46 (ciclos/grau), com média de 0,72 (ciclos/grau) e mediana de 0,79

(ciclos/grau).
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Figura 5.5. Medida da seletividade a frequéncia espacial. A) Largura de banda na
laténcia 6tima, com média de 2,54 oitavas. B) Frequéncia espacial preferida, na
laténcia 6tima, com média de 0,72 (ciclos/grau). As setas pretas indicam os valores
médios. n=33.

5.2.2. Separabilidade da frequéncia espacial e tempo

Utilizamos a mesma abordagem do capitulo anterior para caracterizar
melhor a emergéncia dessa propriedade no wulst visual. Dessa forma
avaliamos a separabilidade da frequéncia espacial em funcdo do tempo. A
largura de banda e a frequéncia espacial preferida foram calculadas e
avaliadas para as laténcias de desenvolvimento e decaimento.

A largura de banda n&o varia muito ao longo do tempo. As médias
encontradas nas laténcias de desenvolvimento, Otima e decaimento foram
respectivamente: 2,58, 2,54 e 2,55 oitavas. Na figura 5.6 esta representada a
distribuicdo da largura de banda na laténcia de desenvolvimento e de
decaimento. Essa figura também ilustra essa tendéncia de pouca variagdo na
seletividade a frequéncia espacial. O histograma com a distribuicdo da
diferenca (Delta = LB do decaimento — LB do desenvolvimento) entre os
valores da largura de banda também ilustra essa tendéncia com valores
distribuidos em torno de zero. A média desses valores é de -0,02 e

estatisticamente essa média ndo é diferente de zero (Teste-T, one sample,
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p=0,64). Além disso, estatisticamente, ndo ha diferenca entre os valores de
largura de banda nas laténcias de desenvolvimento e de decaimento (Teste-T

pareado, p=0,64).
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Figura 5.6. Andlise da dinAmica temporal da seletividade a frequéncia espacial.
Distribuicdo da largura de banda (LB), em oitavas, na laténcia de decaimento e de
desenvolvimento. Além disso, a distribuicdo da diferenca entre os valores de LB nas
duas referidas laténcias (Delta da LB) indicam que eles ndo se alteram
significativamente ao longo do tempo. n=33.

Encontramos células em que a FE preferida aumenta com o passar do
tempo, mas também ha células que a preferida € mantida constante. A figura
5.7 ilustra o comportamento da FE preferida ao longo do tempo. Porém ao
avaliarmos as médias em diferentes laténcias, o que se observa é que ha uma

pequena tendéncia a um aumento da FE ao longo do tempo. As médias
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encontradas foram 0,67, 0,74 e 0,75 ciclos/grau nas laténcias de

desenvolvimento, 6tima, e decaimento, respectivamente.

3 T T T T T T
w 25 -
T 3
o!—
© D ! |
53
o .Q
(@]
8= 15} -
cg "
e
«Q "=
o2 1t |
[
Q
LLQ'
0,5
0 L 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo (ms)

Figura 5.7. Frequéncia espacial preferida em funcdo do tempo. Algumas células
alteram a FE preferida, com o aumento da mesma ao longo do tempo. Entretanto,
observa-se também que para algumas células a mesma é mantida constante. n=33.

Na figura 5.8 esté representada a distribuicdo dos valores da FE preferida
na laténcia de desenvolvimento e de decaimento conjuntamente com a
distribuicdo da diferenca das FE preferidas nestas laténcias. A média
encontrada das diferencas (Delta= FE preferida na laténcia de decaimento —
FE preferida na laténcia de desenvolvimento) foi de 0.07. Estatisticamente essa
média € diferente de zero (Teste-T, one sample, p<0,001). Além disso,
observamos que a distribuicdo se encontra deslocada para a direita indicando
gue os valores da FE preferida na laténcia de decaimento séo ligeiramente
maiores do que os da laténcia de desenvolvimento. Populacionalmente, as FE
preferidas encontradas na laténcia de desenvolvimento sdo diferentes das

encontradas na de decaimento (Teste-T pareado, p<0.01).
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Figura 5.8 Analise da dindmica temporal da frequéncia espacial preferida. Distribui¢cao
da FE preferida na laténcia de decaimento e de desenvolvimento. Distribuicdo da
diferenca dos valores da preferida nas duas referidas laténcias (Delta FE preferida). A
frequéncia espacial preferida se altera ao longo do tempo. Nas laténcias finais a FE &
maior do que nas laténcias mais iniciais. n=33.

Pinto e Baron (2010) descrevem que em corujas buraqueiras ndo ha
mudancas significativas na frequéncia espacial preferida, porém observaram
mudancas na seletividade. A largura de banda diminuiu, ou seja, a célula se
tornou mais seletiva e eles observaram que tal mudanca esta relacionada com
um aumento na supressao a baixas e nao a altas frequiéncias espaciais.

Bredfeldt e Ringach (2002) observaram um aumento na FE preferida
correlacionada com um aumento da seletividade ao longo do tempo no coértex
visual de macacos. Dessa forma, ha uma mudanca da FE preferida de baixas
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frequéncias para altas e a célula se torna mais seletiva com o passar do tempo.
Eles observaram também que essas mudancas estdo relacionadas com uma
supressdo a baixas frequéncias espaciais. Diante disso, na préxima secc¢ao
avaliamos um possivel papel da inibicdo tanto nas baixas quanto nas altas

frequéncias.

5.2.3. Inibicao intra-wulst e seletividade a frequéncia espacial

Uma medida de seletividade mais global (Vreysen et. al., 2012) também
foi avaliada: a supressao a baixas frequéncias espaciais (SBFE). E de maneira
analoga, a supressdo a altas frequéncias espaciais (SAFE) também foi
calculada. A SBFE e SAFE nada mais sdo do que a resposta ha menor e maior
frequéncia espacial apresentada dividida pela resposta da FE preferida,
respectivamente. Tanto a SBFE quanto a SAFE foram calculadas para as sete
laténcias.

De igual modo, para as sete laténcias as taxas de inibicdo foram
calculadas: resposta da menor FE apresentada dividida pela atividade
espontanea (taxa de inibicio BFE) e o mesmo calculo para a maior FE
apresentada (taxa de inibicdo AFE). Para a laténcia maxima, as duas medidas
de seletividade foram correlacionadas com suas respectivas taxas de inibicao.
O que se observa é que a SBFE é significativamente correlacionada com a
taxa de inibicdo BFE (rho= 0,69, p<0,0001, Spearman) diferentemente da
SAFE (rho=0,24, p=0,16, Pearson), figura 5.9.

Observamos também que a inibicdo as baixas frequéncias espaciais
aumenta ao longo do tempo. A figura 5.9 mostra a distribuicdo da diferenca
entre a taxa de inibicdo na laténcia de decaimento e de desenvolvimento.
Observa-se que a mesma se encontra levemente deslocada para direita,
indicando que os valores encontrados na laténcia de decaimento sdo maiores
do que aqueles na laténcia de desenvolvimento. A média encontrada foi de
0,44. A média das diferencas foi testada a fim de verificar se a mesma era
diferente de zero. Estatisticamente a média é diferente de zero (Test T one
sample, p<0,0001), corroborando que a inibicdo diminui ao longo do tempo.

Sumarizando, os neurénios do wulst visual da coruja suindara apresentam

uma mudanca na frequéncia espacial sem, no entanto, alterar sua seletividade.
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A frequéncia espacial preferida aumenta ao longo do tempo, apresentando um
processamento do estimulo grosseiro para o mais fino. Além disso, a
seletividade n&o se altera ao longo do tempo. Uma vez que a seletividade ndo
se altera, infere-se que essa parte central da curva é conduzida por processos
talamicos. Entretanto, para consolidacdo de todo o processo de emergéncia da
seletividade a frequéncia espacial, uma supressao a baixas frequéncias parece

ser necessaria também nos neurénios do wulst visual.
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Figura 5.9. A) Correlagdo entre taxa de inibicdo a Baixa Frequéncia Espacial e a
medida de seletividade global SBFE. Ha forte correlacdo entre as mesmas, indicando
mecanismos inibitérios relacionados as respostas na baixa freqiiéncia espacial. B)
Distribuicdo das diferengcas da taxa de inibicAo a Baixa Frequéncia Espacial nas
laténcias de desenvolvimento e decaimento. Média da distribui¢édo € de 0,44. n=33.
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5.3. Discusséo

5.3.1. Sintese dos resultados

Os presentes resultados corroboram os achados de Wagner e Frost
(1994) onde fizeram uma breve caracterizacdo da seletividade a FE nas
corujas suindaras, bem como com os encontrados por Pinto e Baron (2009) em
corujas-buraqueiras, ou seja, o wulst possui neurdnios seletivos a uma ampla
faixa de frequéncias espaciais. Interessante observar, no entanto, é que a
frequéncia espacial média preferida difere ligeiramente com relacdo a outra
espécie de coruja. Nas corujas buraqueiras, Pinto e Baron (2009) descreveram
uma FE preferida média de 1,40 ciclos /grau, valor quase duas vezes maior do
gue o encontrado na coruja suindara (0,72 ciclos/grau, na laténcia 6tima).

A seletividade a FE foi medida pela largura de banda e o valor médio
encontrado, 2,54 oitavas, se assemelha com o valor encontrado em corujas
buraqueiras (2,6 oitavas em Pinto e Baron, 2009).

Foi observada uma inseparabilidade espaco temporal com a mudanca
da FE preferida 6tima ao longo do tempo para algumas células. O que se
constata € que com o passar do tempo 0s neurdnios respondem mais a FE
mais altas. Inicialmente um processamento de estimulos grosseiros e depois 0s
mais finos, mais detalhados (coarse-to-fine processing). Entretanto, a
seletividade a FE ndo se altera ao longo do tempo. Além disso, processos
inibitérios relacionados a frequéncias espaciais nao-otimais em baixas

frequéncias parecem estar relacionados com a emergéncia dessa seletividade.

5.3.2. Comparacao com estudos prévios no cortex visual primario

A titulo de comparacdo, em macacos Rhesus sdo encontrados valores
bem mais altos para a frequéncia espacial preferida: 3,4 ciclos/grau em De
Valois et al.,, (1982b) e 2,02 ciclos/grau em Foster et al., (1985). Ja em
camundongos os valores sdo de 0,03 e 0,04 ciclos/grau nos respectivos
trabalhos de Niell e Stryker (2008) e Vreysen et al., (2012). O valor encontrado
na coruja suindara se aproxima daqueles encontrados em gatos: 0,8

ciclos/grau (Movshon et al., 1978).
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Quanto a largura de banda, medida local de seletividade, Pinto e Baron,
(2009) observaram que as larguras de banda encontradas em mamiferos
variam muito pouco e que a faixa observada nas corujas buraqueiras se
assemelha aquelas obtidas nesse grupo. Concluem, portanto, que
provavelmente ambos possuem 0S mesmos mecanismos de filtragem na via
retina-talamo-wulst/cértex. E tal hipétese pode ser, portanto, extensiva a coruja
suindara.

A inseparabilidade espaco temporal observada aqui com a mudanca da
FE preferida otima ao longo do tempo para algumas células também foi
observada no cértex visual primario de macacos (Bredfelt e Ringach, 2002.
Mazer et al., 2002), gatos (Frazor et al., 2004, Nishimoto et al., 2005), e em
camundongos (Vreysen et al., 2012). Além disso, na coruja-buraqueira (Pinto e
Baron, 2010) essa mudanca também foi descrita no wulst. Assim esse
processamento de estimulos grosseiros e depois os mais finos, mais
detalhados (coarse-to-fine processing) parece ser comum aos dois grupos em
guestéo.

Com relacdo a seletividade a FE, em camundongos também nao ha
alteracdo da mesma (Vreysen et al, 2012). Por outro lado, tanto em macacos
guanto nas corujas buraqueiras a seletividade aumenta em fungéo do tempo
(Bredfelt e Ringach ,2002; Pinto e Baron, 2010) e a supressdo a baixas
frequéncias parece ter um papel importante nesse processo.

O que se observa nas corujas suindaras € que provavelmente a
emergéncia da seletividade esté ligada a processos talamicos uma vez que nao
ha alteracdo da mesma em funcdo do tempo e, além disso, a ocorréncia do
processamento inicial de estimulos grosseiros e posteriormente dos mais
refinados corroboram tal hipétese. Mazer et al., (2002) e Frazor et al., (2004)
ressaltam que esse tipo de processamento esta atrelado a convergéncia das
entradas das duas vias magnocelular e parvocelular do NGL nos neurbnios
corticais. A via magnocelular possui neurdnios sensiveis a baixas frequiéncias
espaciais e com menores laténcias, por sua vez, de forma oposta, a
parvocelular possui neurdnios sensiveis a freqiéncias mais altas e laténcias de
resposta mais longas. Além disso, Allen e Freeman (2006) reportaram que a
dindmica temporal encontrada no cértex visual primario é proveniente do NGL,

uma vez que 0 mesmo apresenta as mesmas caracteristicas como a mudan(;a
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da FE preferida de baixas frequéncias para altas ao longo do tempo. Ademais,
Pettigrew (1979) relatou a presenca de duas classes funcionais (X e Y) no NGL
da coruja suindara, com propriedades semelhantes as encontradas em gatos, o
gue nos faz inferir que tal convergéncia das duas vias também ocorra no wulst.

Além disso, no wulst visual a emergéncia da seletividade a frequéncia
espacial parece ser influenciada também por processos inibitorios intra-wulst.
Pinto e Baron (2010) apontaram também tal hipotese e de forma semelhante
aos nossos resultados, encontraram uma inibicAo a baixas frequéncias
espaciais. Bredfelt e Ringach (2002) também descreveram esse mesmo
processo, observando a importancia de inibicdo a estimulos n&o-otimais
(Ringach et al., 2002b; Xing et al., 2004).

5.3.3. Consequéncia funcional

Interessante ressaltar que a diferenca de valores encontrados para a
frequéncia espacial preferida entre as duas espécies de corujas provavelmente
se deve a diferentes pressdes adaptativas sofridas por ambas as espécies. A
coruja buraqgueira € uma espécie primordialmente diurna (Columbe, 1971) ao
contrario da coruja suindara e, portanto, seu processamento visual em alguns
aspectos difere das demais corujas. Pinto e Baron (2009) assumem
hipoteticamente uma acuidade visual de 25 ciclos/grau para a coruja
buraqueira, colocando-a muito acima das demais corujas em termos de
acuidade visual. De fato, os valores de acuidade visual encontrados para as
corujas suindaras se encontram entre 2,6 a 8,4 ciclos/grau (7,9 - 8,4 ciclos/grau
estimado a partir da densidade méaxima ganglionar; 6,9 ciclos/grau por
eletroretinograma; 2,6 - 4 ciclos/grau por medi¢Ges psicofisicas; Wathey e
Pettigrew 1989, Ghim e Hodos 2006, Harmening et al., 2009, respectivamente).

Além de possuir uma baixa acuidade visual, as corujas suindaras
possuem uma baixa sensibilidade ao contraste, comparativamente com outros
animais, mas tem sua curva da funcdo de sensibilidade ao contraste,
deslocada em direcéo as baixas frequéncias espaciais (figura 5.10) (Orlowski et
al., 2012; Harmening et al., 2009). Nossos resultados, portanto, fornecem um
possivel substrato neural para tais caracteristicas, uma vez que somente
consideracdes sobre a Optica desse animal ndo explicam as mesmas. Ao

contrario, como ja descrito, as corujas suindaras possuem uma boa éptica, com
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baixas aberracbes de alta-ordem. Ter uma boa Optica produz menos
deteriorizagdo da imagem, como brilhos intensos, imagens “fantasmagoricas”
ou borrdes e aumenta o contraste da imagem quando pouca luz € disponivel no
ambiente (Harmening e Wagner, 2011).

Assim, as corujas suindaras possuem um sistema visual que é capaz de
maximizar a sensiblidade a pouca luz disponivel no ambiente em que vivem

(mesédpicos-escotdpicos) apesar de haver um prejuizo da resolucdo espacial
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Figura 5.10. Funcé@o de sensibilidade ao contraste em diferentes espécies. As aves
apresentam curvas mais estreitas que os demais animais e as corujas em especial tem
sua curva deslocada para as baixas frequéncias espaciais. Adaptado de Harmening e
Wagner, 2011.
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Capitulo 6

Separabilidade
Interdimensional
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6. 1. Introducéao

Teoricamente, a habilidade de fazer julgamentos precisos sobre a
orientacdo de contornos € um passo importante para o reconhecimento e
segmentacdo de objetos que compdem uma cena visual. Preservar essa
capacidade independentemente de outro atributo de uma cena visual como, por
exemplo, o nivel de contraste, € supostamente vantajoso em diversas
situagcbes comportamentais, especialmente para um predador principalmente
noturno e crepuscular. No entanto, os diversos trabalhos psicofisicos que
avaliam a discriminacdo da orientacdo em funcdo do contraste em mamiferos,
por exemplo, sdo controversos. Em alguns estudos a discriminacdo melhora,
ou seja, o limiar diminui ao aumentar o contraste (Regan e Beverley, 1985;
Reisbeck e Gegenfurtner, 1998). JA em outros estudos os limiares de
discriminagéo séo invariantes ao contraste (Bowne,1990; Skottun et al.,1987).
Nasanen et al., (1997) e Mareschal e Shapley (2004) no entanto, demonstram
que na verdade a capacidade de discriminacdo é dependente da interacéo
entre dois fatores: o contraste e o tamanho do estimulo. Em geral, os limiares
de discriminacdo a orientacdo sdo elevados a baixo contraste para estimulos
pequenos, mas se tornam independentes do contraste quando o tamanho do
estimulo é substancialmente aumentado. Ainda segundo Nasanen et al., (1997)
a discriminacdo a orientacdo nao se altera ao ser avaliada em dois niveis de
frequéncia espacial (2 e 8 ciclos/graus), sendo portanto, invariante.

Assim, diversos estudos psicofisicos e eletrofisiologicos tem sido
conduzidos ao longo dos anos a fim de verificar essa separabilidade
interdimensional. Essa separabilidade consiste na independéncia da
sensibilidade do neurbnio aos valores de uma dimensdo em relacdo aos
valores de outra dimensao avaliada, figura 6.1 (Graham, 1989). Dessa maneira,
a sensibilidade as duas dimensbdes pode ser expressa como o0 produto das
sensibilidades a cada dimensdo separadamente. Quando a sensibilidade de
um neurbnio ao longo de duas dimensbes é separavel, ou seja, uma é
independente da outra, a largura de banda da sensibilidade a uma dimenséao A
nao se altera em funcdo da dimenséo B, como representado na figura 6.1. Por
outro lado, se ha inseparabilidade, a sensibilidade do neurénio é influenciada
pela outra dimensédo e as larguras de banda, por exemplo, ndo se mantém

constantes.
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Figura 6.1. Sensibilidade de dois neur6nios a duas diferentes dimensdes. Na parte
superior da figura é representado um neurénio que apresenta separabilidade entre as
duas dimensdes. A sensibilidade em A ndo se altera em fun¢éo dos valores de B. Ja
na parte inferior, a sensibilidade é alterada (as curvas se tornam mais largas) e
portanto, ha uma inseparabilidade. Como exemplo, poderia ser a relacdo entre a
orientacdo (valor na dimensédo A) e diferentes niveis de contraste (valor na dimensao
B, c1, c2,c3). Adaptado de Graham, 1989.

Diante do exposto, a relacdo entre a seletividade neuronal a orientacédo
tem sido avaliada eletrofisiologicamente em func&o de outros atributos da cena
visual. Com relacdo ao contraste, essa relacdo entre os dois atributos ja foi
avaliada no cértex visual primario de gatos (Sclar & Freeman,1982; Skottun et
al., 1987, Ferster e Miller, 2000; Anderson et al, 2000; Finn et al.,, 2007),
macacos (Carandini et al., 1997; Shapley et al., 2002; Nowak e Barone, 2009),
esquilos (Van Hooser et al., 2005), furdes (Allito e Usrey, 2004). E também foi
avaliada no wulst visual de corujas buraqueiras (Amorim, 2011). A maioria dos
trabalhos apresenta uma separabilidade entre a orientacdo e o contraste.
Entretanto, estudos mais descritivos em primatas, por exemplo, apontam que
essa separabilidade poderia ndo ocorrer no coértex visual primario, sendo
originaria de efeitos adaptativos obtidos por estimulacdes prolongadas (4s)
(Shapley et al., 2002; Nowak e Barone 2009). Portanto, as generalizacfes para
todas as espécies estudadas devem ser feitas com cautela.

Ademais, a seletividade a orientacdo se altera em funcéo do tamanho do
estimulo utilizado. Nos experimentos em que estimulos eram duas a quatro

vezes maiores que o tamanho do campo receptivo classico (CRC) mostraram
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uma diminuicdo da largura da curva de seletividade (um aumento na
seletividade a orientagdo) quando comparados a estimulos confinados no CRC
(Chen et al., 2005; Xing et al., 2005, Okamoto et al., 2009).

Ja com relacdo a separabilidade entre a orientacdo e a frequéncia
espacial, alguns estudos ndo dao suporte para mesma, demonstrando que a
largura de banda se altera em fungdo do aumento da frequéncia (Vidyasagar e
Siguenza, 1985; Hammond e Pomfrett, 1990). Entretanto, Webster e DeValois
(1985) e Mazer et al., (2002) apresentaram dados que, a principio, corroboram
com a separabilidade entre o dois atributos.

A gquestdo da separabilidade € importante porque essa relagdo entre
dois atributos de uma cena pode trazer informacdes a respeito do perfil do
campo receptivo da célula e dos mecanismos envolvidos na emergéncia
desses atributos no coOrtex visual primario. Os modelos hierarquicos
relacionados a emergéncia da seletividade a orientagdo, por exemplo,
predizem que a largura de banda da seletividade a orientacdo deveria diminuir
em funcdo do aumento da frequéncia espacial (Troyer et al., 1998; Ferster e
Miller, 2000), ja outros modelos predizem a separabilidade (Geisler e Albrecht,
1997). Além disso, o estudo da separabilidade € interessante para a
compreensao dos mecanismos de decodificagdo de atributos de uma cena
visual. Se ha separabilidade entre dois atributos, os neurbnios de uma
populacdo podem extrair um atributo (por exemplo, orientacdo), sem que esse
se altere, apenas fazendo a média da resposta ao outro atributo (por exemplo,
frequéncia espacial). Por outro lado, a inseparabilidade pode propiciar a
emergéncia de outros atributos complexos. Exemplo disso € a emergéncia da
seletividade a velocidade do estimulo que emerge da inseparabilidade entre as
frequéncias espacial e temporal. Assim, a separabilidade entre os diversos
atributos permite uma forma de estimar e compreender como 0S neurdnios
integram e decodificam varios atributos conjuntamente.

N&o ha ainda estudos descritos na literatura que investiguem a relagéo
entre a orientacdo e a frequéncia espacial no sistema visual de nenhuma ave,

e, portanto, o presente capitulo busca trazer luz acerca dessa questéao.
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6.2. Resultados
6.2.1. Separabilidade interdimensional

A fim de verificar a separabilidade interdimensional nos neurénios do
wulst visual, as 33 células dos capitulos 4 e 5 foram utilizadas. Como o
estimulo utilizado constitui-se de grades senoidais variando em orientacédo e
frequéncia espacial, foi possivel avaliar a interferéncia da frequéncia espacial
na seletividade a orientacdo. Na figura 6.2, observa-se que a resposta aos dois
atributos aumenta ao longo do tempo e posteriormente decai, assim como
observado nos capitulos anteriores. Para essa célula especificamente a
resposta € maxima em torno de 60 ms, na frequéncia espacial de 0,5
ciclos/grau e para 120° de orientacéo.

Dessa maneira, foram avaliadas na laténcia 6tima, as curvas de

orientacdo nas diferentes frequéncias espaciais apresentadas.

T=0 T=10ms T=20ms
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T=60ms T=70ms T=80ms

T=90ms T=100ms T=110ms
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Figura 6.2. Relagdo entre orientagdo e frequéncia espacial. Exemplo de célula
representativa da amostra. Observa-se a relagdo entre a resposta a diferentes
orientacdes em diferentes frequiéncias espaciais ao longo do tempo. Para essa célula
especificamente, a separabilidade entre as duas dimensdes foi analisada na laténcia
6tima, em torno de 60ms.



As curvas foram ajustadas e os parametros como largura de banda (LB)

e orientacao preferida foram coletados. Como esperado, para aquelas

frequéncias muito diferente da FE preferida, as células apresentaram respostas

baixas, com nenhuma ou pouca modulacdo para valores de FE e seletividade a

orientacdo. Consequentemente, ndo houve um bom ajuste dessa resposta (R-

square < 0,70). Tais curvas, portanto, foram retiradas das proximas analises.

A figura 6.3 mostra dois exemplos caracteristicos da nossa amostra.

Observa-se que a largura de banda € menor nas altas frequéncias quando

comparado com a das baixas frequéncias (ganho de 2,57 vezes para a célula A

e 3,91 para a célula B). Além disso, a orientacdo preferida ndo se altera em

funcado da frequéncia espacial.
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Figura 6.3. Variacdo da LB em
funcédo da frequéncia espacial. A
largura de banda diminui com o
aumento da frequéncia espacial.
Por ouro lado, a orientacdo
preferida ndo apresenta grandes
alteragcbes. Tanto para a célula
em A quanto para aquela em B,
em algumas freqUéncias
espaciais ndo houve um bom
ajuste das curvas de seletividade
a orientagdo, 3 e 1 curva
respectivamente.
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Observamos 0 mesmo efeito populacionalmente, como demonstrado na
figura 6.4. H& uma variacdo na largura de banda em funcdo da frequéncia
espacial (figura 6.4A), porém, nao observamos mudancas na orientacao
preferida (figura 6.4B). Essas diferencas sao estatisticamente significantes para
a largura de banda (Kruskalwallis, p<0,001) mas ndo o sdo para a orientacdo
preferida (Kruskalwallis, p=0,42).
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Figura 6.4. Relacdo entre a orientacdo e a frequéncia espacial a nivel populacional.
Em A, observa-se a grande variacdo da largura de banda em funcéo da frequéncia
espacial para a maioria das células. Em B, a mudanca na frequéncia espacial ndo
altera a orientacao preferida para a maioria das células. n=29.
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Quando os valores encontrados nas frequéncias de 0,25, 0,5 e 1,0
ciclos/grau foram comparados entre si por meio de um Teste-T pareado (ou
Wilcoxon) encontramos que h& diferencas significativas para as larguras de
banda (LB: valores em 0,25 vs.0,5, p<0,001; valores em 0,25 vs. 1, p<0.001 e
valores em 0,5 vs 1,0, p<0,001 (Wilcoxon)), mas ndo ha para a orientacédo
preferida (Orientag&o: valores em 0,25 vs.0,5, p=0.54; valores em 0,25 vs. 1,0,
p=0,61 e valores em 0,5 vs 1,0, p=0,38 (Teste-T)). As médias encontradas para
as LB foram 52,73°, 34,93° e 24,28° e para as orientacbes preferidas foram
78,03°, 75,14° e 77,98°, respectivamente, na menor, média e alta frequéncia
espacial, figura 6.5. Ha, portanto, uma alteracdo na precisdo da seletividade a
orientagdo em funcdo do aumento da frequéncia espacial, as células se

tornaram mais seletivas.

150+

100+ ‘

0,25 0,5 1,0 0,25 0,5 1,0

Largura de Banda
(graus)
Orientagao preferida
(graus)

Frequéncia espacial (ciclos/grau) Frequéncia espacial (ciclos/grau)

Figura 6.5. Analise populacional da relagédo entre a orientacdo e a frequéncia espacial.
Em A, observa-se que a média da largura de banda diminui em funcdo do aumento da
frequéncia espacial em todas as comparagfes, e a diferenca entre elas é significativa.
Em B, ndo h& alteragdo significativa da orientagdo preferida entre nenhuma das
comparagdes das frequéncias espaciais. n=29
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Largura de banda

6.2.2. Relacédo entre a seletividade a orientacao e a frequéncia espacial

Foi investigada também a relacéo entre as medidas de seletividades dos
dois atributos. Perguntamos-nos se uma vez que a seletividade a orientacéo
bem como a frequéncia espacial parecem compartilhar de mecanismos
similares em sua emergéncia no wulst, a precisdo das curvas e as medidas de
seletividade n&o estariam correlacionadas?

Diante disso, avaliamos o grau de correlagdo das medidas locais e
globais encontradas nos capitulos 3 e 4 para ambos atributos. Uma significativa
correlacdo foi encontrada entre a largura de banda para a orientacdo e para
frequéncia, rho= 0,61, p<0,01, Spearman. Assim, células com alta seletividade
(curvas mais estreitas) para orientacdo, também o sdo para frequéncia
espacial. Da mesma maneira, a medida O/P para orientacdo e a SBFE
(Supressdo a Baixas Frequéncias Espaciais) também apresentam forte e
significativa correlagdo, rho=0,79, p<0,001, Spearman, figura 6.6. Isso indica

que 0S processos neuronais relacionados a inibicdo a respostas a estimulos

nao-otimais sdo 0s mesmos para a seletividade a orientacdo e a frequéncia

espacial.
A Correlagido medidas locais B Correlagao medidas globais
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Figura 6.6. Correlacdo entre as medidas de seletividade & orientagdo e a frequéncia
espacial. A) Medidas locais. As larguras de banda das curvas de orientagdo e
frequéncia apresentam forte e significativa correlagéo (rho=0,61). B) Medidas globais.
As medidas O/P e SBFE também estdo fortemente correlacionadas (rho=0,79). H4 um
indicativo, portanto, de que mecanismos neuronais similares atuam na emergéncia da
seletividade de ambos os atributos.
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6.3. Discusséao
6.3.1. Sintese dos resultados e comparacdo com estudos prévios no
cortex visual primario

A orientacdo e a frequéncia espacial sdo dimensdes fundamentais para
a analise da forma e os neurocientistas da visdo tem investigado a relacdo
entre ambas ao longo dos anos. Philips e Wilson (1984), por exemplo,
mostraram por meio de testes psicofisicos em humanos, que as larguras de
banda para a orientacdo diminuem ao aumentar a freqiéncia espacial. Esses
achados foram corroborados pelos registros eletrofisiolégicos obtidos em gatos
por Vidyasagar e Siguenza, (1985) e por Hammond e Pomfrett, (1990), em que
a largura de banda da orientacdo diminuia em funcdo do aumento da
frequéncia espacial, assim como os resultados encontrados nos neurénios do
wulst visual. Na coruja suindara, as larguras de banda, quando comparadas as
frequéncias de 0,25 e 1,0 ciclos/grau, apresentam um ganho de, em média,
2,23 vezes.

Esses dados dao suporte para o modelo proposto por Troyer et al., 1998
e revisto por Ferster e Miller, 2000. O mesmo prevé que a largura de banda da
orientacdo diminui com o aumento da frequéncia, o que corrobora a idéia de
que a curva de orientacdo é essencialmente dirigida por entradas excitatorias
provenientes do nucleo geniculado lateral (NGL). Isso se deve a observacgao
de que os neurbnios do NGL em baixas frequéncias espaciais apresentam
pouca seletividade a orientagdo e a mesma aumenta com 0 aumento da
frequéncia espacial (Vidyasagar e Heide, 1984, Xu et al, 2002).

Por outro lado, Webster e DeValois, 1985 e Mazer et al., 2002,
descreveram em gato e macaco respectivamente, uma separabilidade das
duas dimensdes. No entanto, convém ressaltar que o primeiro estudo analisa
de forma mais descritiva apenas a orientacdo preferida em funcdo da
frequéncia espacial. Esse parametro, portanto, ndo se altera significativamente
em fungdo da frequéncia espacial. Ndo ha uma andlise acerca da largura de
banda. Se em nosso estudo apenas esse parametro fosse considerado, a
conclusdo em direcdo da separabilidade seria igualmente inevitavel. Mazer et
al., (2002) utilizando uma metodologia diferente, a da decomposi¢cdo em
valores singulares, concluiu que as duas dimensdes sdo grandemente

separavéis, porém, deixaram claro que tal fenbmeno nao ocorre em todos os

100



neurdnios analisados e portanto ha inseparabilidade no cértex visual primario.
Essa inseparabilidade por eles observada é também caracterizada pela
diminuicdo da largura de banda das curvas de orientagdo em funcédo do
aumento da frequéncia espacial. Assim, a discrepancia nos resultados
descritos poderia ser devido a uma diferenca na metodologia empregada para
andlise dos dados.

A correlagdo entre as medidas de seletividade das duas dimensdes
obtida em nossos resultados também foi encontrada de forma similar em
macacos (DeValois et al., 1982; Xing et al. 2004; Zhu et al., 2010). DeValois et
al. (1982) encontrou uma correlacéo significativa entre as larguras de banda de
0,5. Xing et al. (2004) descreveu uma correlacdo de 0,77 para medidas globais
e 0,46 para medidas locais e Zhu et al. (2010) encontrou uma correlacéo para
medidas globais de 0,81. O modelo proposto por Zhu et al., 2010 se propde a
explicar essa relacdo entre as duas dimensfes e concluiram que a inibicdo
intracortical € o mecanismo comum para explicar essa a relagdo entre elas.
Pelo modelo, a correlacdo entre as duas dimensdes € muito fraca quando
somente as entradas provenientes do NGL séo consideradas (rho=0,27),
porém, o padrdo de correlacdo do modelo para as células simples (rho=0,59)
se assemelha muito aos dados experimentais obtidos no artigo como nos
estudos anteriores. Segundo o modelo, uma inibicdo cortico-cortical seria
necessaria para explicar essa correlacdo bem como também para prover a alta
seletividade para ambas dimensdes no cértex visual primario.

Diante do exposto, e somados aos dados apresentados nos capitulos
anteriores, 0s resultados encontrados corroboram a hipotese de que a
seletividade a orientacdo e a frequéncia espacial no wulst visual das corujas
suindaras, bem como a relagéo entre elas, sdo conduzidas por processos de
intregracdo das entradas provenientes do talamo e provavelmente uma inibicédo
oriunda intra-wulst também contribui significativamente para emergéncia

dessas seletividades.
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7.1. Discusséao Geral

7.1.1. Sintese dos resultados

O sistema visual da coruja suindara vem sendo alvo de varios estudos
ao longo dos anos. Seja por meio da anatomia, histologia, oftalmologia,
passando pela area comportamental aliada aos testes psicofisicos e pela
eletrofisiologia, esse sistema vem sendo escrutinado ao longo dos anos. No
entanto, especificamente com relacdo ao wulst, area telencefélica que recebe a
maior parte das projecoes retino-talamicas, poucos trabalhos foram realizados
(Pettigrew e Konishi, 1976, Pettigrew, 1979, Wagner e Frost, 1994, Nieder e
Wagner, 1999, Liu e Pettigrew, 2003). Assim, o presente estudo contribui de
alguma forma para a construcdo do conhecimento a cerca desse sistema. Os
principais achados podem ser resumidos da seguinte forma: 1) a maioria dos
neurénios do wulst é seletiva para a orientacao e frequéncia espacial, sendo
estas bem heterogéneas, e emergindo rapidamente; 2) h& uma
inseparabilidade entre as duas dimensdes; 3) essas seletividades emergem
devido a processos talamicos excitatorios, e, além disso, ha indicios de
mecanismos inibitérios intra-wulst, especialmente relacionados a estimulos

nao-otimais.

7.1.2. Perspectivas

Importante salientar que muitas conclusées do presente estudo tem
como premissa o fato de as células no nucleo geniculado lateral (NGL) da
coruja suindara serem descritas como semelhantes as células do NGL de
mamiferos, mais especificamente de gatos (células x e y). Pettigrew e Konishi,
(1976) e Pettigrew, (1979) descreveram qualitativamente as células do NGL da
coruja suindara, como neurdnios com campos receptivos organizados
concentricamente (com centros ON e OFF). Além disso, as células x tem
campos receptivos menores, resposta sustentada em relacdo as células y, e
respondem melhor para baixas frequéncias temporais e altas frequéncias
espaciais. As células y, por sua vez, tem campos receptivos maiores, respostas
transientes, respondem melhor para altas freqiéncias temporais e baixas
frequéncias espaciais, e além disso tem respostas com laténcias menores e

morfologicamente sédo células maiores que as células x (Derrington e Fuchs,
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1979; Pettigrew, 1979; Sherman e Guillery, 2004). Diante disso, seria
interessante investigar de forma mais criteriosa e quantitativa as caracteristicas
dos neurdnios do nucleo geniculado lateral da coruja suindara, especialmente
aguelas relacionadas a seletividade a orientacdo e a frequéncia espacial para
melhor compreensado desses sinais que aportam no wulst visual.

Além disso, no presente estudo néo foi realizado um controle rigoroso
dos locais de registro. A confirmacéo dos sitios de registro por meio histolégico
seria importante para averiguar posteriormente em quais camadas do wulst
foram encontradas as células registradas. Assim, uma relacdo entre as
aferéncias talamicas e a seletividade a orientacdo e a frequéncia espacial
poderia ser feita, o0 que consequentemente melhora o entendimento sobre os
processos de emergéncia dessa seletividade.

Shimizu e Karten, (1990), descreveram a presenca de receptor GABAa
no wulst visual de pombos. Isso refor¢ca a idéia de que sdo necessarios mais
trabalhos caracterizando eletrofisiologicamente os mecanismos de inibicao
presentes no wulst, porque de fato, ha substrato neural para tais mecanismos.
Tomados todos esses dados em conjunto, e numa perspectiva em longo prazo,
seria interessante a proposi¢cdo de um modelo de emergéncia da seletividade a
orientacdo e frequéncia espacial, bem como da relacdo entre ambas

dimensodes no wulst visual.

7.1.3. Concluséo

Concluindo, entende-se que o presente estudo abre um caminho para a
compreensao da emergéncia a seletividade a orientacdo e frequéncia espacial
no wulst visual da coruja suindara, mas tem-se claro que ainda resta muito a
investigar sobre os substratos neurais relacionados a essa emergéncia.

O estudo do sistema visual da coruja suindara pode proporcionar
plataformas ideais para o estudo dos problemas fundamentais da neurociéncia.
Na verdade, as peculiaridades do sistema nervoso e todas as adaptages do
sistema visual da coruja suindara, que evoluiram e possibilitaram a realizacdo
de tarefas especificas em nichos ecoldgicos Unicos, permitem ndo s6 colocar
questbes cientificas especificas, mas também descobrir principios que sao

gerais para todos os sistemas nervosos.
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