UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA

CLAUDIANA SOUZA DE AMORIM

INVARIANCIA AO CONTRASTE NO WULST VISUAL

DA CORUJA-BURAQUEIRA, Athene cunicularia

BELO HORIZONTE
2011



CLAUDIANA SOUZA DE AMORIM

INVARIANCIA AO CONTRASTE NO WULST VISUAL

DA CORUJA-BURAQUEIRA, Athene cunicularia

Dissertagcao apresentada ao Programa de Pés-
Graduagcao em Ciéncias Bioldgicas - Fisiologia e
Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas,
da Universidade Federal de Minas Gerais, como
requisito para a obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas.

Area de concentragio: Fisiologia

Orientador: Jerome Baron

BELO HORIZONTE
2011



Esta dissertagéo foi realizada no Laboratério de Neurodinamica do Departamento de
Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, sob a orientacdo do Prof. Dr. Jerome Baron, e contou com o
financiamento da Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES).



AGRADECIMENTOS

“Nao ha no mundo exagero mais belo que a gratiddo.” Jean de La Bruyére

Agradeco primeiramente a Deus. Seriam necessarias muitas linhas para
descrever a minha gratidao a esse ser superior em quem acredito.

Também aos meus pais, que por meio de um amor incondicional nao
mediram esforgos para fornecer todo o apoio necessario.

Agradeco também muitissimo ao meu orientador, pela confianga e
especialmente pela paciéncia. Tenho aprendido muito nesses ultimos anos com
voceé.

Aos amigos e colegas do Laboratério de Neurodinamica, por tudo! Momentos
indescritiveis!

Aos amigos nao pertencentes a esse mundo académico, que souberam
entender os momentos de auséncia e compartilharam comigo muitas alegrias.

As corujas, que foram importantissimas na construcéo desse trabalho.

Ao Programa de Pods-Graduagcdo em Fisiologia e Farmacologia do ICB,
professores, colegas e as secretarias Maria Célia S Costa, Cintia Menezes, Nilda
Lucas Laurindo.

E por fim, agradego a Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) o apoio financeiro.

Obrigada a todos!



“Se eu vi mais longe, foi por estar de pé sobre ombros de gigantes."

Isaac Newton



RESUMO

A seletividade a orientacdo € uma propriedade chave dos neurdnios no cortex
visual primario (V1). Apesar dos 50 anos de consideraveis esforgcos em pesquisas,
0s mecanismos subjacentes a esta propriedade ainda sdo temas de discussodes. O
fato de a seletividade a orientagdo ser mantida apesar de amplas variagbes no
contraste do estimulo, fenbmeno denominado como invariancia ao contraste, é
considerado uma parte essencial nas evidéncias experimentais que limitam os
possiveis modelos de seletividade. No presente estudo, nds investigamos se a
invariancia ao contraste € também presente em um modelo que é evolutivamente
distante, embora funcionalmente comparavel, de V1, chamado de wulst visual da
coruja. Um total de 76 células foram isoladas em 5 corujas-buraqueiras alertas
(Athene cunicularia), usando técnicas padroes de registros extracelulares. Os
estimulos utilizados eram grades senoidais variando em contraste (10%, 30% e
90%) e direcdo do movimento (n=16, 22,5° passos). As curvas de seletividade a
orientagao/diregao foram caracterizadas com ajustes por meio da soma de duas
funcdes von Mises a média das respostas usando métodos interativos padrées de
minimos quadrados. Nés encontramos pequenas, porém significativas, alteragdes na
média das larguras de banda (LB), ao aumentar o contraste. Este efeito, entretanto,
nao € compativel com o conceito do “efeito iceberg” (alargamento da largura de
banda devido a um aumento no potencial de membrana) uma vez que nao foram
encontradas correlagdes positivas entre o ganho da LB e o ganho da resposta. Nao
ha mudancgas significativas na orientagdo preferida e uma mudang¢a muito modesta
foi encontrada na reescala das curvas. Também encontramos que a seletividade a
direcdo nao é invariante ao contraste. Células nao-direcionais em altos contrastes
significativamente aumentam suas taxas de reposta para uma dire¢ao especifica do
movimento quando estimulada em baixos contrastes. Tomados em conjunto, nossos
resultados indicam que o contraste tem um pequeno impacto na precisdo das curvas
de seletividade a orientacdo. Os desafios futuros consistem em entender as

implicagdes funcionais de tais achados.

Palavras chave: Coruja-buraqueira, telencéfalo visual de aves, invaridncia ao

contraste, seletividade a orientagao, evolucao do cérebro.



ABSTRACT

Selectivity for stimulus orientation is a key emergent property of neurons in the
mammalian primary visual cortex (V1). Despite 50 years of considerable research
efforts, the mechanisms underlying this property are still a matter of ongoing debates.
The fact that orientation-tuning precision is maintained despite wide variations in
stimulus contrast, a phenomenon known as contrast invariance, has been considered
as an essential piece of experimental evidence to constrain possible models of
orientation selectivity. In the present study, we investigate whether contrast
invariance is also present in a model system that is evolutionary distant, albeit
functionally comparable, from V1, namely the owl visual wulst. A total of 76 cells were
isolated in five awake burrowing owls (Athene cunicularia), using standard
extracellular recording techniques. Test stimuli were optimal sine-wave gratings
varying in both contrast (10%, 30% and 90%) and direction of drift (n=16, 22,5°
steps). Orientation/direction tuning was characterized by fitting the sum of two von
Mises functions to mean responses using standard iterative least-square methods.
We found that average tuning bandwidths slightly, but significantly, increased with
contrast. This effect was however not compatible with the ‘iceberg-effect’ concept
(broadening of tuning width due to a membrane potential increase) since no positive
correlation between bandwidth and response gains were found. There was no
significant shift in preferred orientation and a very modest re-scaling of tuning curves.
We also found that directional tuning was not contrast invariant. Cells weakly
directional at high contrast significantly increased their response rate for specific
direction of movement when stimulated with low-contrast gratings. Altogether, our
results indicate that contrast has a small impact on the orientation-tuning precision of
wulst neurons. The challenge for future research will be to understand the functional

implications of these findings.

Keywords: Burrowing owl, avian visual telencephalon, contrast invariance,

orientation selectivity, brain evolution
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INTRODUCAO




1 -INTRODUGAO

A visdo é uma modalidade sensorial que permite animais explorar seus
nichos em busca de alimentos, fugir de predadores e cuidar da prole. Para isso,
diversos atributos como direcdo do movimento, contraste, orientacdo de
contornos, e cor sdo codificados ao longo de vias visuais, formando assim,
progressivamente, representacbes mais completas. Em mamiferos, este
processo é desempenhado principalmente pela via talamofugal. Essa via parte
da retina, passa pelo nucleo geniculado lateral (NGL) e chega ao cortex visual
primario (V1) do qual projecbes para diversas areas corticais visuais sao
estabelecidas (Shimizu e Bowers, 1999; Livingstone e Hubel, 1988, Nassi e
Callaway, 2009). Entretanto, V1 ndo é apenas uma area relé uma vez que ele
impde importantes transformag¢des sobre os sinais neuronais provenientes do
NGL. De fato, seus neurbnios apresentam propriedades de respostas para
atributos visuais que nao sdo encontradas ao nivel da retina ou do NGL. Uma
dessas propriedades é a seletividade para orientacdo de contornos que foi
descoberta em gatos e primatas por Hubel e Wiesel (1962, 1968). Desde
entdo, essa propriedade distintiva das células corticais tem gerado estudos e
intensos debates no decurso da histéria da neurofisiologia da viséo.

Segundo o modelo proposto por estes autores, a seletividade para
orientagao resulta da integragao especifica dos aferentes do NGL pelas células
simples de V1. Os campos receptivos (CR) das células simples sé&o
caracterizados por alongadas sub-regides excitatérias (ON) e inibitérias (OFF),
alinhadas lado a lado, paralelas ao eixo da orientacao preferida da célula. O
modelo supde que essas sub-regides ON emergem da convergéncia dos sinais
de células do NGL que possuem CRs centros-ON parcialmente sobrepostos ao
longo de um eixo espacial formando assim regides alongadas ON ao nivel
cortical. A mesma légica aplica-se as regides OFF dos CRs das células simples
(Figura 1, Hubel e Wiesel, 1962).

As células simples, por sua vez, seriam o primeiro estagio do
processamento visual em V1, enviando, posteriormente, proje¢des excitatdrias
para células complexas. Estas sdo também seletivas a orientagcdo, no entanto,
nao possuem as sub-regides excitatérias e inibitérias bem definidas e

organizadas em seus CRs. Assim, o modelo assume uma estrutura de projegéo



hierarquica convergente, de forma que a maioria das células do cortex visual

primario € seletiva a orientacgao.

Figura 1. llustracdo do modelo de Hubel e Wiesel. A. Campo receptivo
da célula simples. Sub-regido excitatéria é representada por x e sub-
regides inibitérias sédo representadas pelos triangulos. B. As células
simples recebem aferéncias excitatorias das células talamicas que
possuem campos receptivos concéntricos alinhados paralelamente a
orientagao preferida (barra preta). Um estimulo na orientagéo preferida
ativa varias células talamicas simultaneamente, enquanto um estimulo
na orientagao anti-preferida (barra branca), ativa apenas uma célula de
cada vez. Adaptado de Hubel e Wiesel (1962).

1.1 - Evidéncias experimentais que corroboram com modelo classico
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 axénios do NGL (Hubel e Wiesel, 1962; Bullier e Henry, 1979;
Martinez et al., 2005). Além disso, registros simultdneos no NGL e no cortex

3



apontam para uma conexao direta entre as células dessas duas regides
(Ferster e Lindstrom, 1983; Tanaka, 1983; Reid and Alonso, 1995).

Outro ponto-chave do modelo, a organizagdo espacial das aferéncias
provenientes do NGL, também é evidenciado em alguns estudos. A
sobreposicao 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 furdes ( Chapman et al., 1991).

A importancia da atividade aferente vinda do NGL na geragdo da
seletividade a orientagao é evidenciada em estudos como Ferster et al. (1996)
e Chung e Ferster (1998). Nesses estudos, as células simples, que recebem
aferentes taldmicos e de outras células corticais, foram registradas apos a
inativagdo do cortex por meio de resfriamento ou estimulagdo elétrica,
respectivamente. Em ambos os experimentos, demonstrou-se que nao ha
mudangas significativas nos paradmetros da curva de seletividade a orientagéo -
— 0 pico da orientagao preferida e a largura da banda (LB) — apds a abolicao
dos inputs intracorticais.

Embora proposto ha muitos anos, o modelo elaborado por Hubel e Wiesel
€ simples e elegante, mas ainda continua fomentando discussdes entorno da
explicacdo para a emergéncia da seletividade a orientagdo (para revisédo
Ferster e Miller, 2000; Priebe e Ferster, 2008).

1.2 - Evidéncias de incongruéncias no modelo classico

Concomitantemente com o modelo classico, surge a hipotese da atuacao
da inibicado lateral entre neurbnios corticais no processo de emergéncia da
seletividade. Essa inibicdo lateral, segundo os diversos modelos, poderia ser
causada por neurdnios seletivos a orientagdes diferentes da célula que esta
recebendo o aferente excitatério talamico, ou poderia ser por aqueles seletivos
as mesmas orientagdes ou insensiveis a orientagao (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, 2002; Lauritzen e Miller, 2003).

Apesar dos diversos trabalhos demonstrarem a existéncia da inibigdo
lateral e um possivel papel da mesma nos mecanismos de seletividade das

células corticais, o assunto ainda se encontra aberto para debate e novas
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conclusdes. Isto porque, estudos em que ocorre a inativagao da inibigao por
diversos métodos (aplicagao intravenosa ou topica de bicuculine, aplicagdo de
picrotoxina, resfriamento e estimulagéo elétrica), tém apresentado resultados
controversos. Pettigrew e Daniel (1973), Rose e Blackmore (1974), Sillito
(1975), descreveram alteragbes na seletividade dos neurbnios corticais,
entretanto, Sato et al. (1996), Nelson et al. (1994), Ferster et al. (1996), Chung
e Ferster (1998), demonstraram que a atividade remanescente, de origem
excitatéria e taldamica, € suficiente para produzir uma seletividade similar ao do
cortex intacto.

Por outro lado, endossando os modelos de inibicdo lateral, ha algumas
caracteristicas das células simples que inicialmente ndo sdo explicadas pelo
modelo classico, como:

e a diferenga encontrada entre as medidas reais da largura da curva
de seletividade e os valores da largura da curva preditos pelo
organizacao espacial dos CRs. A curva real é mais estreita do que
quando comparada com as predi¢des lineares do modelo classico
(Jones e Palmer, 1987; Gardner et al., 1999);

e a supressao decorrente da justaposicdo de estimulos, isto €, um
estimulo apresentado na orientacdo nao-preferida, suprime a
resposta de um estimulo na orientagdo preferida (Campbell e
Kulikowski, 1966; Bishop et al., 1973);

e a variagdo da dindmica temporal da curva de seletividade a
orientacao, isto €, a curva se torna mais estreita ao longo do curso
da resposta neuronal (Ringach et al., 1997, 2003);

e a invaridancia ao contraste, que é um fenbmeno em que os
neurdnios do cértex visual primario mantém suas seletividades para
determinado atributo apesar de amplas variagbes de contraste
(Sclar e Freeman,1982; Skottun et al., 1987).

Entretanto, ja tem sido demonstrado também que diversas incongruéncias
do modelo classico podem ser explicadas simplesmente com algumas
propriedades nao-lineares das células corticais (como o limiar de disparo, por
exemplo). Porém, a inibicdo ndo pode ser completamente descartada, uma vez

que ela pode ser responsavel por estabilizar a circuitaria cortical e também por



controlar o tempo das respostas dentro da rede neuronal (Priebe e Ferster,
2008).

1.3 - Ainvariancia ao contraste

Conforme exposto, o modelo classico ndo consegue explicar algumas
propriedades das células corticais como a invariancia ao contraste. Para
entender a limitacdo desse modelo € preciso ressaltar as duas operacdes
essenciais nas quais ele se baseia: a primeira é a somagéao linear dos inputs
provenientes do NGL; a segunda é a filtragem dessa somagdao por um
mecanismo de ajuste de limiar de disparo que garante a seletividade
orientacional da célula cortical (ver Fester e Miller, 2000; Carandini, 2007). Uma
vez que neurbnios do NGL ndo sdo, ou mais exatamente, sdo fracamente
seletivos a orientagdo de contornos (Hubel e Wiesel, 1962; Xu et al., 2002), o
modelo assume um limiar de disparo relativamente elevado de maneira a
diminuir a contribuicdo da atividade talamica evocada por orientagdes distantes
da preferida. O problema é que se o limiar for muito alto, estimulos de baixos
contrastes ndo evocariam respostas supra-limiares. Para que isso acontega, a
célula cortical tem que diminuir seu limiar de disparo resultando em perda da
seletividade a orientagédo. Portanto, o modelo classico prediz que a precisao da
seletividade a orientacdo muda em fungdo do contraste (Figura 2, A e B), o
chamado “efeito iceberg”. Porém, registros eletrofisiolégicos em V1 mostram
que isso ndo é o caso:. apesar das respostas neuronais aumentarem em
amplitude a medida que o contraste de um estimulo aumenta, a seletividade a
orientagdo nao varia, ou seja, ela é invariante (Sclar e Freeman,1982; Skottun
et al., 1987; Fester e Miller, 2000; Carandini, 2007).

Diversos mecanismos tem sido propostos para explicar este fendbmeno.
Antes de detalhar alguns deles, convém ressaltar que registros intracelulares
de células corticais revelam que mesmo em orientagdes diferentes da
preferida, inclusive na anti-preferida, ha pequenas despolarizagdes no potencial
da membrana, no entanto, estas nédo sao suficientes para que o limiar de
disparo seja ultrapassado, e, portanto, n&do ha disparo de potenciais de agéo
(ver Carandini e Ferster, 2000).

Muitos dos mecanismos propostos tem como peca-chave a inibi¢cao intra-

cortical, como por exemplo, na inibicdo de orientagdo cruzada, onde
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interneurdnios seletivos para a orientagdo anti-preferida, produziriam uma
supressao na despolarizagao da célula cortical para o estimulo na orientacao
que néao a preferida. Outros autores propdem, no entanto, que tal inibicdo pode
ser imposta por interneurdnios seletivos a orientagdes especificas ou mesmo
por aqueles insensiveis a orientacdo (Nowak et al. 2008; Priebe e Ferster,
2008). De qualquer forma, o resultado final desses modelos é a auséncia ou
inibicdo da despolarizagdo na orientagdo anti-preferida, e, portanto, o limiar
pode ser diminuido, permitindo que em baixos contrastes haja respostas
evocadas a orientagao preferida.

Porém, de forma controversa, alguns trabalhos obtiveram evidéncias que
nao corroboram com essa auséncia ou inibicdo da despolarizagdo na
orientacdo anti-preferida (Monier et al., 2003; Finn et al., 2007). Portanto,
outros mecanismos como o controle de ganho de contraste, a variabilidade do
potencial de membrana e o limiar de disparo foram propostos para explicar o
surgimento da invaridncia ao contraste (Anderson et al.,, 2000; Finn et al.,
2007).

A idéia do ‘controle de ganho de contraste’ propde um ganho na resposta
em fungdo da mudanca no contraste. Esse mecanismo ndo é constante, e na
verdade, o ganho decresce com o aumento do contraste, possibilitando que as
respostas aos contrastes altos e baixos sejam mais similares umas as outras.
Dessa forma, é possivel ter um limiar “acessivel” aos dois niveis de contraste
(Figura 2, C e D).

Mas para obter curvas de seletividade similares aquelas obtidas
experimentalmente, um outro mecanismo aliado ao do controle do ganho foi
proposto. Anderson et al. (2000) demonstrou que a variabilidade das respostas
celulares a cada repeticao do estimulo somada ao valor médio do potencial de
membrana é capaz de elevar o potencial até que este alcance o limiar de
disparo da célula. Essa variabilidade € contraste-dependente, ou seja, ela
aumenta enquanto o contraste decresce (Figura 2, E e F; Finn et al., 2007).

Assim, juntando esses mecanismos, as respostas aos estimulos de baixo
contraste sdo capazes de ultrapassar o limiar da célula, sem que haja alteragéo
no mesmo e se perca a seletividade a orientagcao (Finn et al., 2007; Carandini,
2007; Priebe e Ferster, 2008).
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Figura 2. Invaridncia ao contraste. A e B. No modelo classico
o limiar (Vimiar) deve ser alto para garantir a seletividade a
orientacédo, porém, estimulos em baixos contrastes (5%) néo
evocam respostas. C e D. Com o mecanismo de controle de
ganho de contraste, a resposta se torna mais proxima dos
resultados obtidos nos registros eletrofisiologicos. E e F.
Somando a variabilidade (sombra em E) ao ganho, emerge a
invariancia ao contraste. Viepouso € 0 potencial de repouso.
Reproduzido de Carandini, 2007.



1.4 — Comparacao filogenética da Invariancia ao contraste

De um modo geral, a invaridncia ao contraste vem sendo apresentada
como um fendmeno robusto e universal na fisiologia da camada IV do cértex
visual primario de mamiferos e é um tema sempre recorrente nos estudos
sobre seletividade a orientagcdo. Entretanto, a maioria dos trabalhos e dos
modelos matematicos propostos para explicar tal fendbmeno foi realizada em
gatos (Sclar e Freeman,1982; Skottun et al., 1987; Anderson et al., 2000; Finn
et al.,, 2007). Alguns estudos foram realizados em macacos (Carandini et al.,
1997; Shapley et al., 2002; Nowak e Barone, 2009), furdes (Alitto & Usrey,
2004) e esquilos (Van Hosser et al., 2005), mas nem todas confirmaram a
conservagao filogenética do fendbmeno de invaridncia ao contraste. Em
particular, um estudo recente de Nowak e Barone (2009) no V1 do sagui,
Callithrix jacchus, apresentou resultados opostos, a saber um claro “efeito
iceberg” na seletividade neuronal a orientagdo em fungdo do contraste de
grades sinusoidais estaticas.

Essas consideragdes alertam que a tendéncia natural em querer
generalizar determinados mecanismos aparentemente coerentes com
resultados obtidos num modelo experimental deve ser realizada com cautela,
uma vez que diferengas filogenéticas existentes ndao podem ser
desconsideradas. Por exemplo, ndo se pode afirmar seguramente que as
células X e Y da retina e do talamo de carnivoros sejam idénticas as células M
e P de primatas, tanto de um ponto de vista funcional como na organizagéo

anatébmica de suas projegdes no cortex (Callaway, 2004).

1.5 — A coruja como modelo experimental

Em sintonia com o argumento apresentado acima, o presente estudo
propde revisitar o fendbmeno da invaridncia ao contraste em um modelo
experimental alternativo ndo cortical que é o wulst visual da coruja, mais
especificamente, a coruja-buraqueira (Athene cunicularia). A seguir, s&o
introduzidos conceitos chaves que apoiam essa proposta de trabalho.

Assim como em mamiferos, as aves possuem duas vias paralelas para o

processamento visual: a via talamofugal e a via tectofugal. Na maioria das
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aves, a via principal é a tectofugal, diferentemente dos mamiferos (para reviséo
vide Shimizu e Bowers, 1999). Nessa via, as fibras partem da retina, projetam-
se para o teto 6ptico (chamado coliculo superior em mamiferos) e, dai, para o
nucleo rotundus do talamo, do qual neurdnios de projecao integram-se a areas
telencefalicas, principalmente o entopallium. Dentro do grupo das aves, a
coruja se torna um objeto interessante de estudo uma vez que a via principal
de processamento visual, a talamofugal, é semelhante a de mamiferos. Nessa
via, as fibras partem da retina, passam pelo nucleo geniculado lateral no talamo
e projetam-se para uma area telencefalica denominada wulst visual (Karten,
1973; Shimizu e Bowers, 1999). Essa singularidade evolutiva da coruja em
relacdo a sua ordem filogenética apresenta-se, num primeiro nivel de analise
anatbmica, como uma hipertrofia das areas pertencentes a via retino-talamo
fugal: enquanto estima-se que 90% das projegdes retino-fugais se integram ao
teto 6tico numa ave ‘padrdo’ como o pombo (Shimizu e Karten, 1993), estima-
se que essa mesma proporgao caracteriza a projegao retina-talamo na coruja.
Portanto, ndo é surpreendente que o wulst, area telencefalica que recebe
preponderantemente projegcdes visuais do talamo visual, mostra-se muito mais
desenvolvido nas corujas, ocupando quase um quarto do volume do cérebro
(Figura 3, Iwaniuk e Hurd, 2005; lwaniuk e Wylie, 2006; lwaniuk et al., 2008).

Figura 3. O wulst (W) visual da coruja buraqueira pode ser observado na
peca anatébmica em vista lateral (A) e em vista dorsal (B). E em C, corte
coronal com coloragédo de Gallyas, onde € possivel visualizar o wulst e sugg
camadas.



Do ponto de vista funcional, o wulst visual da coruja apresenta
propriedades de resposta neuronal muito mais elaboradas de que as
encontradas no wulst de outras aves e s&o muito similares as do cortex
estriado. Assim como V1, possui neurénios com pequenos campos receptores
organizados retinotopicamente e seletividade para disparidade binocular
(Wagner e Frost, 1993, 1994; Nieder e Wagner, 2000, 2001a, b). Ressalto
também, outras evidéncias fisiolégicas da semelhanga entre V1 e wulst como a
seletividade a orientagéo do estimulo e velocidade do movimento (Pettigrew e
Konishi 1976; Pettigrew, 1979; Baron et al., 2007; Pinto e Baron, 2009; Pinto e
Baron, 2010). De forma interessante, essas caracteristicas ndo parecem ter
sido herdadas de um ancestral comum: elas evoluiram de forma independente,
provavelmente moldados por pressdes seletivas semelhantes (Shimizu e
Bowers, 1999; Medina e Reiner, 2000).

Em uma perspectiva mais ampla, isso faz da coruja um excelente modelo
comparativo para o estudo dos mecanismos neuronais subjacentes a
percepgao visual. Em particular, o estudo do wulst pode ajudar a entender as
regras gerais que governam a implementacdo de solu¢des neurais para o
processamento visual. Dessa forma, nosso trabalho se propds avaliar o
problema da invariancia ao contraste, a partir de um abordagem comparada,
proposta que além de seu valor intrinseco, permitira estabelecer um maior
entendimento acerca dos processos evolutivos que direcionam a construgao de

circuitos neuronais envolvidos na percepc¢ao visual.
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2 - OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivo investigar a presenca do fenbmeno da
invariancia ao contraste no wulst visual da coruja por meio de registros
extracelulares de neurénios individuais. Essa invariancia sera caracterizada em

funcao da seletividade a orientagao e direcdo do movimento.
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3 — MATERIAIS E METODOS
3.1 — Obtencao e cuidados com os animais

Os animais utilizados foram mantidos em um aviario localizado nas
dependéncias do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da UFMG. Eles
receberam todos os cuidados no decorrer da pesquisa como alimentacéo
adequada (roedores), controle do peso, controle de ectoparasitas e
minimizagao do estresse durante os procedimentos experimentais. Assim
sendo, todos os cuidados e procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal, UFMG (protocolo 005/04). A manutengéo 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 licenga de n°
02015.004197/03.

3.2 — Treinamento dos animais

O registro extracelular da atividade elétrica de neurdnios do sistema visual
em corujas acordadas foi realizado através de uma técnica desenvolvida e
utilizada com sucesso por nosso grupo (Baron et al., 2007). Um ponto central
dessa técnica é o treinamento dos animais para que tolerem a imobilizagcéo
corporal e a fixagdo da cabega por periodos de tempo suficientes para a
realizacéo dos registros. O monitoramento de movimentos oculares, essencial
em estudos com mamiferos, n&o foi necessario em nosso estudo, ja que esses
estdo apenas minimamente presentes na coruja, alcangando uma amplitude
maxima de 0.5° na coruja buraqueira (Steinbach et al., 1974; Pettigrew e
Konishi, 1976; Knudsen, 1982).

Assim, as corujas s&o inicialmente socializadas através de manuseio
diario por um periodo médio de duas semanas. Sao utilizadas técnicas padréo
de falcoaria, de acordo com as quais as corujas sdo carregadas e mantidas no
laboratério, de modo a se acostumarem com a presenga de pessoas e com 0S
sons habituais do local. Além disso, as corujas foram frequentemente deixadas
na cabine de registro, onde foram, muitas vezes, alimentadas, o que funcionou

como um reforco positivo. Apds esse periodo inicial, os animais foram
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submetidos a cirurgia de implante do cilindro de registro (ver segéo 3.3), apos a
qual se seguiu um periodo de recuperagdao de pelo menos quatro dias.
Somente entdo deu-se inicio ao treinamento para aceitacdo da imobilizagao
corporal e fixagdo da cabeca. Para tal, os animais foram colocados sobre um
poleiro e presos a ele por algas de Velcro®, sendo parcialmente envolvidos por
uma jaqueta de couro que impede o movimento das asas. Nessas condigdes,
os animais foram frequentemente reforcados com pequenos pedacos de carne,
sendo esse procedimento repetido até que o animal parasse de dar sinais de
resisténcia, como vocalizagdes e tentativas de desvencilhamento, o que
normalmente demandava cerca de uma semana. SO entdo se iniciaram os
experimentos eletrofisiologicos, que foram bem aceitos pelas corujas. Os
procedimentos de instalagao dos dispositivos de restricao e fixacdo de cabega
eram executados rapidamente, com pouco ou nenhum estresse para o0s
animais, e, no decorrer do registro, esses permaneceram quietos e sem sinais
de aversdo. Assim que sinais de cansaco ou inquietude eram notados nos
animais, os registros eram interrompidos. Isso tipicamente ocorria 3 a 4 horas
apos o inicio da sessao de registro, durante o qual os animais eram constante

e cuidadosamente monitorados pelo experimentador.

3.3 — Procedimentos cirurgicos

Uma camara de registro de baixo peso foi implantada cirurgicamente
sobre a area cranial de acesso a regidao de interesse (wulst). Essa mesma
camara foi utilizada para fixar a cabega das aves durante os registros. Cada
camara constitui-se de uma peca metalica de formato cilindrico, com diametro
interno de 10 mm, altura de 8 mm, espessura de 1,5 mm e massa de 1 g (~
0.7% do peso do animal). A anestesia foi realizada com Zoletil® 50 (uma
mistura de 1:1 de tiletamina e zolazepam, Virbac, Carros, Franga),
administrado por via intramuscular em uma dose de 20 mg/kg. Apds a perda
dos reflexos de retirada da pata, o animal foi envolvido por uma jaqueta de
couro, e sua cabeca fixada em um aparelho estereotaxico (Modelo 1430, David
Kopf Instruments, Tujunga, Califérnia, EUA). O crénio foi exposto através de
uma incisdo na pele com 25 a 30 mm de comprimento, € a posicdo da
craniotomia foi marcada sobre a superficie 6ssea de acordo com coordenadas

estereotaxicas definidas em nosso laboratério. A camara de registro foi
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centrada nesse ponto de referéncia e fixada ao cranio com resina odontoldgica
(Vitro Fil®, DFL, Rio de Janeiro, Brasil), de modo a permitir que os eletrodos
entrassem perpendicularmente ao cérebro. Previamente a fixagdo, pequenos
orificios foram feitos no cranio para permitir uma melhor aderéncia da resina.
Procedeu-se, entdo, a sutura da pele, seguida pela realizagdo 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 condigdes assépticas. Apés o tempo cirdrgico, foram
administrados, intramuscularmente, um antibiético de largo espectro (50 mg/kg
de Terramicina®, Pfizer, S&do Paulo, Brasil), um analgésico/anti-inflamatorio (2
mg/kg de Ketofen® 1%, Merial, S&do Paulo, Brasil) e sobre a dura-mater
exposta um corticdide de uso tépico (Nepodex®, Latinofarma, Sao Paulo,
Brasil).

A manutengao da limpeza da dura-mater foi sempre realizada apds cada
periodo de registro a fim de evitar o crescimento exacerbado de fibroses, com

posterior aplicagcéo do corticéide de uso topico.

3.4 — Registros eletrofisiolégicos extracelulares

3.4.1 — Dispositivo multieletrodos

Os registros eletrofisiolégicos 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; didmetro da
ponta: ~ 2 um) foram montados dentro de microtubos guia equidistantes,
acoplados a 3 micromanipuladores hidraulicos de precisdo (Narishige, Jap&o).
Esse dispositivo permite um posicionamento preciso e independente de
pequenos grupos de eletrédios, o que flexibiliza o isolamento da atividade
unitaria. O dispositivo € preso a camara de registro através de um adaptador
metalico parafusado a ela e € mantido estavel por um bragco metalico, de modo
a minimizar os movimentos relativos entre os eletrodos e a cabeg¢a do animal

proporcionando, assim, uma boa estabilidade de registro.
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3.4.2 — Registro dos sinais neuronais

Os sinais extracelulares captados pelos eletrodos foram amplificados
(x10.000) e filtrados (filtro passa-faixa 0,3kHz — 7kHz; headset HST/16025,
Caixa pré-amplificadora de 32 canais, Plexon Inc., Texas, EUA). A digitalizagcéo
do sinal foi realizada com uma frequéncia de amostragem de 32 kHz, por uma
placa A/D de 16 bits de resolugdo, com recursos de trigger e timer (PCI-6259,
National Instruments, Austin, Texas, EUA). Os dados foram adquiridos,
processados e armazenados em um PC AMD Athlon de 2 GHz, sob o controle
de um sistema de programas computacionais SPASS, implementado em
LabView (National Instruments, Texas, EUA), pelo Dr. Sérgio Neuenschwander,
do Instituto Max Planck para Pesquisa do Cérebro (Frankfurt, AL).

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

estimulacéao visual.

3.5 — Estimulagao visual

Os estimulos visuais utilizados foram grades senoidais apresentadas em
um monitor CRT analdgico de 19 polegadas (Samsung SyncMaster 955DF),
com uma resolugao 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 corregcdo gama foram realizadas com colorimetro
ColorCal (Cambrigde Research Systems, Inglaterra). Foi utilizada uma escala
RGB de 8-bits com corregdo gama para produzir um comportamento linear da
luminancia apresentada no monitor (Fig. 4). Para realizar essa corregéo,
primeiro foi medido a luminancia de varios tons da escala de cinza no monitor
de apresentagcdo de estimulos, utilizando o medidor de luminancia ColorCal.

Em seguida, as medidas foram plotadas e uma fungéo de ajuste matematico foi
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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

fungdo inversa (y=x"92"?)

a partir da qual foi gerada uma nova tabela de cores.
O efeito final foi uma relagéo linear entre cor e luminancia, ja que as fungdes
inversas do monitor e da tabela de cores se anulam. Todos os estimulos
possuiam uma luminancia média de 56 cd/m?, que se igualava aquela do fundo,
e foram apresentados na forma circular com 2 a 6 graus de diametro. Medidas
fotométricas foram realizadas rotineiramente com o medidor de luminancia
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 precisdo temporal

na ordem de milisegundos.

100+
© _ ) _ =
® 80 o Monitor n&o calibrado o
N o Monitor Calibrado g&'g
© &
e S
=5 601 -
prd EFE
© o]
‘© 40 BE
= o
<m nm
= o
c !
E 20 o
> E1
_| i e
0 oos . : . . .
0 51 102 153 204 255

Escala de Cinza

Figura 4. Calibragdo da Ilumindnica do monitor utilizado para
apresentacdo dos estimulos visuais. Os quadrados indicam os
valores de luminancia antes da calibracdo e os circulos depois da
calibragao.
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3.5.1 — Mapeamento dos campos receptores

Apos 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 agao 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 regiado
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 diregcoes foi possivel determinar a
localizac&do 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 avaliagao preliminar, as medidas dos
campos receptores foram realizadas para o olho dominante, sendo que o olho
nao dominante ou sem resposta foi tampado, com o centro do campo receptor
aproximadamente no centro da tela do monitor.

Os estimulos utilizados s&o grades senoidais definidas pelos seguintes
parametros: orientagdo, 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 analise quantitativa off-line, permitindo assim estimar a seletividade da

célula para cada um dos parametros.

3.5.2 — Protocolo experimental

Para avaliar a invaridncia ao contraste o estimulo utilizado era
constituido de grades que se moviam em 16 dire¢des diferentes (incremento de
22,5°) e variavam em trés niveis de contraste (10, 30, 90%). O contraste foi

definido pela equagao de Michelson (1927):

ax _Lummin (1)

L
C =100% —2m
Lum_ . + Lum_
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onde LuMpmax € Lump, S80 0s niveis maximo e minimo de luminancia da grade
senoidal, respectivamente. Os demais atributos, como tamanho, FE e FT,
estavam otimizados para a preferéncia da célula. O tempo de apresentagao do
estimulo foi de 2s e um intervalo de 2s entre estimulos foi escolhido para
minimizar possiveis efeitos da historia da estimulagdo antecedente sobre a
estimulacdo atual. Além disso, 0,5s de atividade espontanea foi registrada
antes da apresentagcdo de cada estimulo, constituindo assim um frial de 4,5s.
Os estimulos foram apresentados em 10 blocos onde as condigdes eram
apresentadas em uma ordem pseudo-aleatdria, totalizando, assim, 480 trials e
um periodo total de estimulacdo de 36 minutos.

3.6 — Analises 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 — Separacgao dos potenciais de agao (Spike sorting)

Os registros dos potencias de ag¢ado dos neurdnios isolados foram
submetidos a um procedimento conhecido como spike sorting (para revisao ver
Lewicki, 1998), usado para separar os potencias de agao 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 posigdes proximas em um espago paramétrico, formando
aglomerados bem definidos. Essas semelhangas séo 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, ex-integrante da equipe de trabalho de Sergio Neuenschwander
no Instituto Max-Planck, ja utilizado em varios estudos (Baron et al., 2007; Pinto
e Baron, 2009, Lima et al., 2010; 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 é dinamicamente computado por uma rede neural artificial. A

separagao dos potenciais de acado foi realizada de forma semi-automatica.
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Primeiramente, foi permitido ao programa encontrar automaticamente as
unidades e em seguida, passou-se ao modo manual, na qual o experimentador
pode agrupar ou n&o as classes de potencias de agdo encontradas pelo
algoritmo. Para garantir a qualidade da separagao, foram utilizados alguns
indicadores disponibilizados no programa, dentre os quais podemos citar: um
bom agrupamento de escores da analise de componente principal; a ndo
violagdo 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 agado no decorrer do tempo. Somente os
agrupamentos de potenciais de agdo que passaram pelos critérios de boa
qualidade de separacao foram utilizados nas analises posteriores.

3.6. 2 — Classificagao em células ‘simples’ ou ‘complexas’.

A resposta de cada unidade isolada foi convertida em histogramas de
tempo peri-estimulo (PSTHs) com um bin de 20 ms. Apos a subtragdo da
atividade espontanea, foi aplicada em cada histograma a transformada de
Fourier para a estimativa da resposta da componente DC (F0) e na frequéncia
fundamental do estimulo (F1) ao longo de todo o periodo de apresentagdo do
estimulo. Células com um indice de modulagdo (F1/FO) maior que 1, para a
condigdo de estimulo ideal, foram classificadas como simples e sua taxa de
resposta calculada pela amplitude de F1. As células com indice de modulacéo
menor que 1 foram classificadas como complexas e tiveram a sua resposta
calculada a partir da taxa de disparo média calculada durante os dois segundos
de estimulag&o (De Valois et al., 1982; Skottun et al., 1991).

3.6.3 — Critérios de exclusao.

Dois critérios de exclusdo foram adotados para garantir a confiabilidade
das respostas dos neurénios do wulst aos estimulos apresentados.

Por meio do teste Wilcoxon signed-rank, foi avaliado se pelo menos uma
das grades senoidais do protocolo de invariancia ao contraste era capaz de
induzir uma resposta evocada estatisticamente confiavel. Para cada célula, o
teste estatistico aplicou-se entre a taxa de disparo calculada meio segundo
antes (atividade espontanea) e depois (atividade evocada) do tempo de

aparicdo do estimulo a qual a célula responde melhor. As células, cuja
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diferencga na frequéncia de disparo entre essas duas épocas foi P > 0,05, foram
excluidas da analise.

O teste two-way ANOVA (P < 0,05) foi utilizado para verificar se as
respostas neuronais eram significativamente moduladas pelas duas variaveis
independentes do protocolo de invaridncia ao contraste (contraste e
orientagao/diregao), e se essas duas variaveis tinham um grau de interagao, a
saber se as diferencas observadas em funcdo da orientacdo/direcao foram
idénticas para cada contraste testado. Foram excluidas as células que nao

modulavam para orientagao/diregao do estimulo.

3.6.4 — Analise da invariancia ao contraste

Visando inferir se o fendmeno da invaridncia ao contraste ocorre no
wulst visual foram escolhidos alguns parametros derivados da curva de
seletividade a direcdo do movimento e a orientagédo obtida apds procedimentos
de ajuste de curvas. Assim sendo, os parametros s&o (vide também Figura 5):
1) a direcéo ou orientagao preferida em graus (seta preta, projecéo no eixo das
abscissas); 2) a amplitude da resposta no pico mais elevado da curva (seta
vermelha, projecdo no eixo das ordenadas); 3) a amplitude da resposta no
valor minimo de curva (seta cinza, proje¢cao no eixo das ordenadas) e 4) a
largura de banda (LB) das curvas, que é a metade da largura na metade da
altura da curva definida como a diferenca entre o pico da curva e o valor
minimo da curva. Ao analisar os valores dos parametros 1, 3 e 4, esperou-se
que, de acordo com a hipotese de invariancia ao contraste, ndo haveria
variagdbes dos mesmos, havendo somente uma variagdo na amplitude da

resposta ao mudar o contraste.
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Figura 5. Curva de ajuste para uma célula hipotética. As setas
branca, cinza, preta e vermelha indicam, respectivamente: direcéo
anti-preferida, valor minimo, direcdo preferida e valor maximo. LB=
largura de banda

Portanto, para obter tais parametros as respostas neuronais as varias
dire¢gdes do movimento foram ajustadas com a soma de duas fungdes von
Mises (Swindale et al, 2003; Baron et al, 2007):

M (@) =m+ A4, exp {kl [COS ((0 - (01)_ 1]}+ A, exp {kz [COS ((0 -, )_ 1]} (2)

onde m é a taxa da atividade espontanea, A1 e A, sdo os valores maximos dos
picos, @1 € P2 sS&o 0s angulos nos quais os picos ocorrem, e ki e ky sdo fatores
de concentragdo, que se relacionam inversamente com a largura dos picos.
Para aquelas células em que nao havia pico na diregcao anti-preferida, o valor
de Azeraigual a 0. Os valores iniciais eram: A4 = valor maximo, A, =0.7 Aq,

ki =k =2, 2= @1 +180°e m > 0.
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3.6.5 — Analise da seletividade para diregao do movimento
A seletividade para a diregdo movimento foi avaliada por meio do indice
de direcionalidade (ID), descrito abaixo:

ID — 1 _ Ram‘i - Rspont (3)

R R

pref — LVspont

onde Rprer € a taxa de resposta a diregédo preferida do estimulo, Rani € a taxa
de resposta a dire¢do anti-preferida, ou seja, 180° da preferida e finalmente
Rspont € @ taxa de atividade espontanea da celula. O indice de direcionalidade
foi calculado com as taxas de respostas obtidas no contraste maximo. As
células com ID > 0,5 foram consideradas como direcionais e aquelas com ID <

0,5 como nao-direcionais.

3.6.6 — Estatistica geral

A normalidade da distribuicdo dos dados foi analisada com a
modificagdo 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 ndo-paramétrica,
foram utilizados os testes de Wilcoxon e Kruskal-Wallis, respectivamente
equivalentes aos testes paramétricos t e ANOVA. A relagdo entre grupos de
dados foi avaliada com o teste ndo paramétrico de correlacdo de Spearman. O
nivel de significancia considerado foi de 5%. As medidas dos dados de
distribuicbes populacionais foram apresentadas como mediana e média

aritmética + desvio padrao (DP).
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RESULTADOS
4.1 — Observagoes Gerais:

Por meio de 67 penetragées com os eletrodos, em 83 sitios de registros,
109 neurdnios foram registrados. Nas analises iniciais de separagdo do
potencial de agéo, 17 células nao passaram pelos critérios de boa qualidade de
separagao e foram excluidas. Posteriormente mais 13 foram excluidas da
amostra porque suas taxas de disparo ndo foram significativamente maiores do
que a atividade espontanea (ver Materiais e Métodos, sec¢bes 3.6.1.1 € 3.6.1.2).
Dessa forma, 79 células passaram para a etapa posterior de analise e apenas
3 néo apresentaram modulagao significativa a orientacédo/dire¢cdo do estimulo e
também foram excluidas (mais detalhes, secdo 4.2). Portanto, um total de 76
células foi utilizado para as analises de invaridncia ao contraste.

As 76 células foram classificadas de acordo com o indice de modulagao
F1/FO sendo a maioria classificada como complexas (84,21%). A figura 6
mostra as respostas neuronais de uma célula simples e uma complexa em
forma de histogramas de tempo peri-estimulos (PSTHs), de bin=20ms,
calculados por meio da média de 10 repeticdes de cada uma das condicdes. E
notavel que a medida que o contraste aumenta a amplitude da resposta
também aumenta bem como é visivel a existéncia de preferéncias para
determinadas dire¢des do movimento. A célula simples € direcional e apresenta
predilecdo para apenas uma direcao (292,5°), diferindo, portanto, da célula
complexa que responde para a diregdo preferida bem como para a anti-
preferida (90° e 270°).

4.2 — Modulagao pela orientagaol/dire¢ao e contraste

Ao analisarmos as 79 células, observamos, utilizando Two-Way ANOVA
(P < 0,05), que uma porcentagem significativa (96,21%) foi modulada pela
orientacéo/direcéo do estimulo, bem como também para o contraste (91,14%).
Além disso, 74,69% das células apresentaram uma interagao significativa entre
direcdo e contraste. Aquelas células que n&o foram moduladas pela
orientagao/diregao foram excluidas e 76 células seguiram para analises do

fendbmeno da invaridncia ao contraste.
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Figura 6. Respostas de duas células representativas da amostra. Em A, é apresentado uma
célula simples direcional e em B uma célula complexa nao-direcional. Cada linha descreve a
resposta em um nivel de contraste. A segunda coluna descreve a reposta na diregéo preferida.
E na primeira e terceira colunas, respostas as dire¢des adjacentes a preferida séo
apresentadas. A quarta coluna se refere a direcao onde o valor da resposta € minimo. A ultima
coluna, no painel B, descreve a diregao anti-preferida. A linha horizontal embaixo da primeira
coluna representa o tempo total de estimulagédo, 2000ms. PSTHs com bin= 20ms.
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4.3 — Invariancia ao contraste
4.3.1 — Exemplos da seletividade a orientagdao em diferentes contrastes

Os dados das 76 células foram ajustados de acordo com a metodologia
em 3.6.3. Os ajustes das curvas de seletividade a orientagéo foram avaliados
por meio do Teste-F (p<0,05), a fim de verificar a confiabilidade estatistica dos
valores de coeficientes de determinacdo (R?) obtidos. O coeficiente de
determinacéo indica a varidncia na resposta em cada condicdo apresentada e
valores proximos a 1 demonstram que o modelo escolhido é capaz de realizar
uma boa estimativa dos dados. A figura 7 apresenta os valores de R? para as
curvas obtidas de cada célula nos trés niveis de contraste, bem como a
porcentagem de células que ndo passaram no Teste-F (3,94%, no contraste
maximo, 10,52% no contraste médio e 21,05% no contraste minimo). Os
valores de mediana encontrados para cada distribuicdo sédo diferentes (0,95,
0,91, 0,89 nos contrastes maximo, médio e minimo respectivamente), € mesmo
tal diferenga sendo significativa, observamos que os ajustes feitos forneceram
uma boa descrigao dos dados.

Apods avaliagdo da qualidade das curvas de ajuste, 57 células foram
selecionadas para as analises seguintes e os dados populacionais, descritos
pela média e mediana dos parametros escolhidos para avaliar o fenbmeno da
invariancia ao contraste sao apresentados na tabela 1. Duas células
representativas da amostra sdo apresentadas na figura 8, juntamente com seus
valores de largura de banda e indice de direcionalidade, sendo a do painel A

uma célula ndo-direcional e a do B uma célula direcional.

Contrastes 90% 30% 10%
(n =57)
Largura de banda (graus) 41,2 +12,2 399+115 36,5+ 12,4

41,2 [19,4] 40,7 [16,8] 35,7 [19,2]

Amplitude da orientagdo preferida (disparos/s) 25,1+ 14,6 18,4 + 11,2 14,3+£9,0
22,8 [19,2] 16,7 [16,8] 13,0 [14,4]
Amplitude resposta minima (disparos/s) 5,8+5,9 5,3+5,1 51+4,7
3,81[5,9] 3,41[6,2] 3,6 [5,4]

Tabela 1. Dados populacionais. As linhas superiores (em cinza) de cada parametro apresentam
os valores médios e desvio padrao. Ja nas linhas inferiores (em branco) sao apresentados os
valores da mediana com os valores de interquartis indicados dentro dos colchetes.
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Figura 7. Distribuigdo dos valores de R Os valores de R? do contraste maximo,
meédio e minimo sao apresentados respectivamente, nos painéis superior, médio e
inferior. Os valores de mediana de cada distribuicdo sado indicados com a cabeca
de seta.
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Figura 8. No painel a esquerda sao apresentadas curvas de ajustes de uma célula nao-
direcional (ID<0,5) e no painel a direita, de uma célula direcional (ID>0,5), ambas
representativas da amostra. As barras indicam um intervalo de confianga da média ao
nivel de 95%. A linha pontilhada indica os valores da atividade espontédnea e a LB é
indicada pela linha tracejada na metade da largura das curvas. As curvas de seletividade
pretas, azuis e vermelhas, foram obtidas, respectivamente, no contraste maximo, médio e
minimo.
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4.3.2 — Efeito do contraste na orientagao preferida

A partir das curvas ajustadas de seletividade, cada parametro
estabelecido (se¢do 3.6.3 da metodologia) foi avaliado a fim de verificar a
ocorréncia do fenbmeno da invaridancia ao contraste. Os parametros foram
comparados entre pares de contrastes por meio de t-teste pareado ou teste de
Wilcoxon, p<0,05 a fim de verificar mudancas em fungdo do contraste. Além
disso, para corroborar estatisticamente se tais mudangas sdo consistentes, a
média das taxas da diferenga e dos ganhos dos parametros também foi
testada.

Inicialmente, foi avaliada a influéncia do contraste na seletividade da
célula para a orientacao preferida. Assim, ao serem comparados os valores de
preferéncia da célula observa-se que ndo ha mudanga significativa (t-teste,
Tabela 2). A figura 11A apresenta os valores da diferengca da orientagéo
preferida obtidos nos diferentes contrastes. A maioria dos valores se encontra
proximo de zero indicando que ao diminuir o contraste, a célula continua
seletiva para a orientagao preferida. Ao ser avaliada estatisticamente, a média
dessas diferengas nao é significativamente diferente de zero em qualquer par
de comparacgdes de contrastes (Tabela 2).

Para avaliar como a orientagéo preferida muda em relagdo a largura de
banda, a diferenca da orientagcdo preferida foi analisada juntamente com a
média das LB para os pares de contrastes avaliados (Figura 9). As diagonais
representam a diferenga da orientagéo igual a + a média da LB, para os pares
de contrastes. A maioria dos dados se encontra delimitada pelas diagonais,
indicando que a diferenca da orientacdo € menor do que a média das LB na
maioria das células, demonstrando que a diferenga na orientacdo nao esta

atrelada a LB.
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Figura 9. Relagao entre mudangas na orientagcao preferida e a média da
largura de banda. As diagonais representam a relagao y+0,5x. Os dados entre
as diagonais indicam que a diferenga entre as orientagdes € menor do que a
média da largura de banda dos pares de contrastes comparados.

4.3.3 — Efeito do contraste na largura de banda da curva

Posteriormente, foi avaliado se existia alguma alteragdo na largura de
banda. Quando comparados os valores do contraste maximo e médio, n&o foi
observada alteragédo significativa na LB. Entretanto, quando comparados os
contrastes maximo com o minimo e o médio com o minimo, foram encontradas
alteragdes significativas na LB, ainda que estas fossem pequenas (t-teste
pareado, Tabela 2).

O ganho na largura de banda é apresentado na figura 11B, onde os
valores mais préximos a um, indicam que ndo ha alteracdo na LB.
Estatisticamente, ndo ha ganho na LB somente ao compararmos o contraste
maximo e o médio (Tabela 2), diferentemente das outras comparagdes, onde
ha um aumento na LB ao aumentarmos o contraste, portanto, a principio,
poderiam existir evidéncias da ocorréncia do efeito “iceberg” no wulst da coruja.

Tais resultados sao contraditérios aos encontrados em outros modelos
experimentais em que os valores de LB s&o invariantes ao contraste. A fim de
esclarecer tal controvérsia, foram avaliadas as correlagbes entre os ganhos na
LB e os ganhos na amplitude da resposta. A figura 10 apresenta as correlagdes
para os pares de contrastes e os valores encontrados para o contraste 90% vs.
30%, e para 30% vs. 10% indicam uma correlagéo negativa e inversa (Rho = -
0.44; p < 0,001 e Rho =-0.3319; p < 0,05, respectivamente). Ja para 90% vs.
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10% nao ha correlagédo significativa (Rho = -0.2068; p=0.1227). Portanto, a

hipotese da ocorréncia do efeito “iceberg” n&do encontrou respaldo nos

resultados encontrados.

Ganho na largura de banda Ganho na largura de banda

Ganho na largura de banda

90% / 30%

) 90% / 10%

30% /1 10%

0 1 2 3 4

Ganho na orientacao preferida

Figura 10. Correlagbes entre os
ganhos na orientagdo preferida e na
largura de banda. Na figura superior
(contrastes maximo vs. minimo) e na
figura inferior (contrastes médio vs.
minimo) ha uma correlacdo inversa
indicando a tendéncia de diminui¢cao
da largura de banda ao aumentar o
contraste. Na figura intermediaria
(contraste maximo vs. minimo) n&o ha
correlagdo, ou seja, nao ha alteracao
na LB ao aumentar o contraste.
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Comparacao entre contrastes
(n =57)

90% vs. 30%

90% vs. 10%

30% vs.10%

Diferenga na orientagao preferida 1,08 £ 7,96 0,69 + 7,50 0,39 + 7,30
Meédia =0 ? (ns) (ns) (ns)
t-teste populagdo (ns) (ns) (ns)
2,29 [7,79] 0,86 [8,59] 0,28 [9,08]
Mediana =0 ? — — —
Wilcoxon populagéo — — —
Ganho na largura de banda 1,05 +0,22 1,22 +£ 0,47 1,17 £ 0,39
Média =1 ? — — —
t-teste populacdo (ns) > *
1,06 [0,25] 1,14 [0,44] 1,10 [0,33]
Mediana =1 ? (ns) el >
Wilcoxon populagéo — — —
Ganho na orientagao preferida 1,41 £ 0,29 1,85+ 0,51 1,31+ 0,24
Média =1 ? _ — —
t-teste populagéo — — —
1,38 [0,36] 1,78 [0,65] 1,27 [0,26]
Mediana =1 ? i — —
Wilcoxon populagéo bl bl bl
Ganho na resposta minima 1,11 £ 0,40 1,2 £ 0,61 1,07 £ 0,30
Média =1 ? — — —
t-teste populagéo — — —
1,01 [0,44] 1,10 [0,51] 1,03 [0,24]
Mediana =1 ? (ns) * (ns)
Wilcoxon populagéo (ns) (ns) (ns)

Tabela 2. Comparagdo dos parédmetros em diferentes contrastes (maximo vs. médio,
maximo vs. minimo e médio vs. minimo). As linhas superiores cinzas de cada parametro
apresentam os valores médios + desvio padrdo. Ja nas linhas inferiores cinzas sao
apresentados os valores da mediana com os valores de interquartis dentro dos colchetes.
Populacionalmente os parametros foram comparados com t-teste pareado ou Wilcoxon,
quando pertinente. Os valores da diferenga na orientacdo preferida e dos ganhos nos
demais parametros foram testados a fim de verificar se eram diferentes de 0 e 1
respectivamente.

*p <0,05; ** p<0,01; ***p <0,001 e *** p < 0,0001
— nao se aplica (Teste de normalidade)

(ns) nao- significativo.
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Figura 11. Efeitos do contraste na seletividade a orientagdo. Em A, a diferenga na orientagédo
preferida foi comparada entre os niveis de contraste. Quanto mais proximos de zero, menor é a
diferenca encontrada. Em B, C e D, s&do apresentados os valores do ganho na largura de banda, na
resposta maxima e na resposta minima. Quanto mais préximos de um, demonstra-se que os
parametros nao variam com o contraste. Observa-se que ha pequenas alteragcdes na LB e na
resposta minima quando comparados os contrastes maximo e minimo e claramente se visualiza a
mudanga na resposta em fungédo do contraste. O padrédo dos histogramas observados para as
células complexas € semelhante para as células simples.
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4.3.4 - Efeito do contraste no ganho da reposta na orientagao preferida

Conforme o esperado, a amplitude da resposta varia ao mudarmos o
contraste. Assim, para a maioria das células, a resposta € maior no contraste
maximo e menor no contraste minimo (Teste Wilcoxon, Tabela 2; figura 8).

O ganho na resposta a orientagcao preferida € apresentado na figura
11C, e observa-se que comparando os contrastes 90% vs. 30%, cerca de 5%
das células apresentam o ganho menor do que 1. Nas comparagdes 90% vs.
10%, e 30% vs. 10%, a proporgcdo encontrada € cerca de 3% e 7% das
células, respectivamente. Esses achados poderiam indicar um fenbmeno de
supersaturacdo, entretanto, trabalhos recentes do nosso grupo nao favorecem
tal hipétese (Vieira, 2010).

4.3.5 — Efeito do contraste no ganho da resposta minima

Com relacdo aos valores da resposta minima n&o foi encontrada
diferenca significativa entre eles (Teste Wilcoxon, Tabela 2). Quando analisado
0 ganho da resposta minima, foi observado que houve ganho apenas ao
comparar os contrastes maximo e minimo, entretanto, tal diferenca apesar de
significativa € muito pequena (Tabela 2; figura 11D).

Isto significa, portanto, que n&o ha uma reescala significativa das curvas
de seletividade, acrescentando evidéncias que desfazem a hipétese do efeito

“iceberg”.

4.4 — Dados populacionais

Visando avaliar de outra maneira as mudangas nas curvas de
seletividade em funcdo do contraste, curvas para toda a populagdo foram
construidas. As respostas de cada célula foram normalizadas e alinhadas em
torno da orientacao preferida relativa e posteriormente, a média da resposta em
cada orientagdo das 57 células foi utilizada para a construgdo da curva de
seletividade. As curvas foram, entdo, ajustadas e os parametros estabelecidos
para avaliar a invariéncia ao contraste foram analisados (Figura 12)

Dessa forma, foi observado que a orientagdo preferida, a largura de
banda e a resposta minima se alteram na populacéo analisada. Entretanto, tais

alteragdes sao muito pequenas em fungao do contraste (Tabela da Figura 12).
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Figura 12. Curvas populacionais de seletividade a orientagdo em diferentes contrastes. As
respostas das células foram normalizadas e a média das mesmas foram alinhadas em
torno da orientagdo preferida relativa. Os parametros apresentados na tabela foram

obtidos apds o ajuste das curvas. A linha pontilhada representa a atividade espontanea.

4.5 — Seletividade a dire¢cao em diferentes niveis de contraste

O indice de direcionalidade (ID) foi calculado para toda a populagéo
(n=76) e dessa amostra, 73,68% das células s&o direcionais, ou seja, com ID >
0,5 e as demais sao bidirecionais (ID < 0,5), em resposta ao estimulo no
contraste maximo. Buscando avaliar a influéncia do contraste na seletividade
da célula a direcdo do movimento, os IDs foram calculados em diferentes niveis
de contraste e posteriormente comparados. Os valores médios encontrados
nos contrastes maximo, médio e minimo, respectivamente, foram: 0,66 (+
0,27); 0,71 (£ 0,30); 0,73 (£ 0,34). A figura 13 apresenta a distribuicdo dos
valores de ID de cada célula nos trés niveis de contraste. Observa-se que as
células direcionais, especialmente aquelas com IDs proximos a 1, apresentam
pouca alteracdo na seletividade a diregdo ao mudar o contraste.

Ao compararmos os |IDs por meio do teste-t pareado, observamos que
nao ha mudancga estatisticamente significativa dentro da subpopulagdo das
células direcionais (Figura 14A). Porém, na subpopulagdo de células nao-
direcionais, ha uma tendéncia a alteracdes do ID em funcdo do contraste. Isso

porque quando comparado os valores entre os contrastes maximo e minimo
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Indice de direcionalidade

(Figura 14B), foi encontrado p<0,05 e quando comparados maximo e médio, o

p=0,07, que é muito proximo do limiar de significancia estabelecido.
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Figura 13. Distribuicdo dos indices de direcionalidade nos trés niveis de contraste. A
maioria das células do wulst sdo seletivas para a direcdo do movimento. As células
direcionais com valores de ID préximos ou maiores que 1, sofrem poucas alteragdes na
seletividade em fungao do contraste.
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Figura 14. Analise da variacdo do ID em funcdo do contraste. Em A, as células
direcionais nao apresentam alteragbes significativas na seletividade em fungcédo do
contraste. Em B, a variacdo do contraste altera a seletividade das células nédo-
direcionais, sendo tais alteragbes significativas na comparagéo contraste maximo vs.
minimo. As barras indicam o desvio padrao. * p < 0,05 39
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4.6 — Avaliagao comparativa em estudos com coruja buraqueira

Para efeitos comparativos, na figura 15 € apresentado a distribuicdo do
ID e da LB encontrados pelo nosso grupo em reposta ao contraste maximo e a
descrita em Baron et al., (2007), que foram representados pela linha sélida.
Observa-se que os dados do presente estudo apresentam valores de LB
maiores (a distribuigdo esta mais deslocada para a direita), e a média das duas
populagdes sao significativamente diferentes (28° em Baron et al., 2007 e 41°
no atual estudo). Ja as distribuicdes de IDs s&o mais semelhantes,
apresentando a maioria das células como direcionais e dentro dessa

subpopulagao, os valores de ID se concentram proximos a 1.
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Figura 15. A. Distribuicdo dos valores de largura de banda (LB) para o contraste
maximo. B. Distribuicdo dos indices de direcionalidade (ID). A linha tracejada indica o
valor de corte entre células direcionais (ID >0,5) e bidirecionais (ID<0,5). O valor da
média de cada distribuicido € indicado pela cabeca de seta cinza.

As linhas solidas reproduzem as distribuicdes de LB e ID de Baron et al, 2007, e as
cabecas de seta preta indicam os valores da média.
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5 - DISCUSSAO

5.1 — Resumo dos resultados encontrados

Desde os estudos pioneiros de Pettigrew e colaboradores no final da
década de 1970, uma importante analogia funcional vem sendo estabelecida
entre o wulst visual da coruja e o cortex visual primario (V1) de mamiferos.
Essas duas areas nao sO recebem suas projegdes principais da via retino-
talamofugal, como também contém células que possuem campos receptores
com propriedades surpreendentemente similares. Como tais semelhancas
funcionais provavelmente nao foram derivadas a partir de um ancestral comum,
compreender as pressdes evolutivas que conduziram essa evolugao
convergente podem fornecer importantes insights sobre os principios gerais
que governam a implementacao de solugbes neuronais para o processamento
visual. A maioria dos trabalhos eletrofisiolégicos realizados até entdo no wulst
visual da coruja enfocaram na caracterizagcdo dos mecanismos neuronais
relacionados a disparidade binocular e estereopsia. Nos ultimos quatro anos,
varios projetos do nosso grupo foram realizados com o intuito de determinar
como outros atributos visuais basicos (ex: contraste, freqiéncias espacial e
temporal, diregdo/velocidade do movimento, cor) sdo representados ao nivel
celular nessa estrutura e até qual ponto a representagcdao neuronal desses
atributos é similar a do cértex visual no mamifero.

Em continuidade com essa linha de pesquisa, o presente estudo
procurou avaliar a presenca do fenbmeno da invariancia ao contraste no wulst
visual da coruja, mais especificamente a coruja-buraqueira. Uma vez que, de
acordo com Pettigrew (1979), neurdnios do talamo visual na coruja séo
funcionalmente anélogos aos do NGL de mamiferos, e que a maioria dos
neurénios do wulst é seletiva a orientagdo, cogitamos que o problema em
manter essa seletividade apesar de amplas variacbes de contraste deve se
colocar de forma comparavel na coruja como no primata.

Resumindo o0s resultados encontrados observamos que ao
aumentarmos o contraste: a) a largura de banda das curvas de seletividade
sofre um pequeno aumento; b) porém, este fenbmeno ndo é compativel com

um simples efeito ‘iceberg’ ja que ndo ha uma correlagéo positiva entre ganhos
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de resposta na orientagéo preferida e o ganho na largura da banda; c) ndo ha
alteragcdes na orientagdo preferida das células; d) os valores de resposta
minima variam em algumas células, re-escalando um pouco a curva média de
seletividade da amostra para cima; d) a seletividade das células nao—

direcionais aumenta ao diminuir o contraste.

5.2 — Considerag6es metodoldgicas

A compreensao atual do processo de emergéncia da seletividade a
orientagdo no sistema visual dos mamiferos € baseada, principalmente, em
estudos experimentais realizados em animais que foram anestesiados e
imobilizados com uma variedade de agentes farmacoldgicos. No presente
estudo, os dados foram obtidos em corujas despertas, deixando em aberto a
possibilidade de que algumas discrepancias entre o nosso estudo e outros séo,
na verdade, devido a diferencas na preparacdo dos registros. Apesar de
escassas, as evidéncias disponiveis sao de fato consistentes com essa
hipotese.

No cértex visual de mamiferos, ja foi demonstrado que varias
propriedades basicas do campo receptivo alteram-se dependendo se o animal
estda acordado ou anestesiado (Lamme et al., 1998; Guo et al., 2004), e
dependendo de qual tipo ou a dose de anestesia é utilizada (Ikeda e Wright,
1974; Villeneuve e Casanova, 2003).

Mais especificamente com relacdo ao contraste, existem evidéncias que
a anestesia pode levar a reducao do limiar de sensibilidade, bem como diminuir
0s niveis de repostas neuronais para valores de contraste maximo (lkeda e
Wright, 1974; Solomon et al., 1999). Com relagao a seletividade a orientagao,
trabalhos realizados em primatas anestesiados e acordados tem demonstrado
diferencas nas taxas de atividade espontanea, que consequentemente,
refletem alteracbes no balango excitatério e inibitério das células corticais,
alterando por sua vez a seletividade. Exemplo disso, € que a porcentagem
encontrada de células altamente seletivas com LB < 15° é de apenas 6% em
animais anestesiados e em animais alertas é de 26% (Ringach et al., 2002; Gur
et al., 2005).
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As evidéncias acima indicam, portanto, a necessidade de sermos
cautelosos ao assumirmos uma correspondéncia direta entre os dados obtidos
com diferentes preparacdes de registro. E importante ter em mente também
gue nossos registros em animais acordados foram realizados com a restrigdo
dos movimentos da cabega da coruja em que nenhum procedimento de
condicionamento para incentivar a fixagao de um determinado ponto na tela foi
necessario para se estudar as propriedades de resposta dos CRs. Isso foi
possivel porque a movimentagcdo dos olhos é desprezivel em aves como as
corujas (Cooper and Pettigrew, 1979). Entretanto, uma limitacdo de nossa
preparagcao experimental € que ela nao permite ter um controle sobre possiveis
influéncias de estados comportamentais na atividade neuronal. Dessa maneira,
a mudancga do estado atencional do animal durante os registros, por exemplo,
poderia influenciar os resultados, ja que varios estudos mostram que a atengao
espacial modula as propriedades de respostas dos neurdnios do cértex visual
de mamiferos (Gandhi et al., 1999; Kastner e Ungerleider 2000; Reynolds e
Chelazzi 2004; Carrasco et al., 2004; Carrasco, 2006). Nesses estudos, foram
registradas as respostas de neurbnios isolados do cortex visual de primatas,
treinados a prestar atengdo ou ignorar um determinado estimulo, apresentado
dentro ou fora do campo receptor dos neurdnios. As observacdes decorrentes
desses estudos demonstram que a maioria das células apresenta uma taxa de
disparo maior quando o animal presta atengdo a um estimulo localizado dentro
do seu campo receptor. Se o estimulo € novamente apresentado no mesmo
local, mas com a ateng&o do animal alocada em uma outra regido do campo
visual, a resposta evocada por esse estimulo é significativamente menor (para
revisdo, ver Kastner e Ungerleider 2000; Reynolds e Chelazzi 2004).

Como os potenciais efeitos da atencdo nas respostas dos neurdnios do
wulst ndo foram controlados, € possivel que flutuagdes enddégenas do estado
atencional da coruja poderiam ter alterado nossos resultados. Claramente, a
discussao acima destaca a necessidade de novos trabalhos para investigar se
e como a atencao exerce uma influéncia no wulst, uma questdo que ainda néo

foi tratada.
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5.3 — Invariancia ao contraste

O fendmeno da invariancia ao contraste ja foi avaliado em gatos (Sclar &
Freeman,1982; Skottun et al., 1987, Ferster e Miller, 2000;Anderson et al,
2000; Finn et al., 2007), macacos (Carandini et a., 1997; Shapley et al., 2002;
Nowak e Barone, 2009), esquilos (Van Hooser et al., 2005) e furées (Allito e
Usrey, 2004). Porém, tal fenbmeno ainda nao foi estudado em nenhuma das
duas vias visuais principais de aves.

Os registros eletrofisioldgicos dos trabalhos citados foram realizados em
animais anestesiados, e foram utilizados, na maioria dos trabalhos, estimulos
semelhantes aos do presente estudo, assim como os parametros estabelecidos
para avaliar tal fendbmeno também foram os mesmos.

E importante ressaltar que a invariancia ao contraste tem sido estudada
de forma mais criteriosa somente em gatos. Sdo poucos os trabalhos em
outros modelos experimentais, inclusive em primatas. Com relacdo aos
primatas, alguns trabalhos séo superficiais no que tange a apresentarem dados
que corroborem com a invariancia ao contraste (Carandini et al., 1997) e outros
demonstram que o fenbmeno n&o ocorre em V1, ao utilizar outros parametros
de avaliagdo (Shapley et al., 2002). O trabalho mais descritivo e detalhado
acerca do fenébmeno foi realizado por Nowak e Barone (2009). Segundo esses
autores, o contraste altera a curva de seletividade a orientagdo e a adaptacgao
ao contraste teria um papel importante para minimizar essas alteragdes, e
consequentemente, contribuir para a ocorréncia da invaridncia ao contraste em
V1. Assim, percebe-se que generalizagdes sobre a ocorréncia da invariancia
nos diferentes modelos e sobre possiveis mecanismos inerentes ao fenbmeno
devem ser feitos com cautelas.

Em geral o que se observa nos demais modelos experimentais € que os
valores da orientagao preferida, bem como da largura de banda e da resposta
minima nao variam, ocorrendo apenas um aumento na amplitude da resposta
com o aumento do contraste, caracterizando, portanto, a invariancia ao
contraste no cortex visual primario. Os resultados obtidos a partir dos registros
dos neurbnios do wulst, em parte se assemelham aos demais modelos: a
seletividade da célula para a orientagao preferida nao varia, a resposta minima

se altera muito pouco, e a amplitude da resposta aumenta em funcdo do
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aumento do contraste. Entretanto, foi observado que a largura de banda se
altera em fungédo do contraste, ainda que tais alteragdes sejam pequenas e
foram encontradas quando comparados o contraste maximo com o minimo e o
médio com o minimo. No entanto, tais alteragbes na LB, ndo significam que
efetivamente o efeito “iceberg” acontece nas células do wulst.

Por outro lado, ndo se pode afirmar com precisdo que o fendmeno da
invariancia ao contraste também ocorre no wulst visual da coruja. Isso porque
foram encontradas células com respostas invariantes ao contraste quanto com
respostas variantes.

Portanto, a proposigdo de mecanismos subjacentes ao fenbmeno no
wulst ndo podem ser feitos, a principio, sendo necessarios estudos
complementares. Nao ha estudos, por exemplo, sobre a ocorréncia do
fendmeno de adaptagao ao contraste no wulst visual da coruja buraqueira.

Outra consideracido a ser feita € que, as camadas mais profundas do
wulst (IHA e HD) recebem a maior parte das projegdes talamicas e a camada
mais superficial (HA) é a fonte de proje¢des para alvos extra - telencefalicos e
intra-telecenfalicos (Karten, 1973; Shimizu et al, 1999). No entanto, no
presente estudo ndo foi realizado um controle rigoroso dos locais de registro,
com lesdes eletroliticas ao final dos registros a fim de confirmar posteriormente
por meio da histologia em quais camadas do wulst se encontravam as células
registradas. Dessa maneira, ndo é possivel estabelecer com certeza se as
células registradas estdo recebendo aferéncias talédmicas diretas, ou se séo
células constituintes da camada HA e, consequentemente, se ha alguma
relacdo com o fato de encontramos células com respostas invariantes e
variantes ao contraste. Ademais, ainda sao necessarios mais trabalhos
caracterizando as propriedades eletrofisiolégicas do NGL, e sua relagdo no
papel da geragdo das respostas neuronais no wulst da coruja-buraqueira e

consequentemente na emergéncia da seletividade a orientagao.

5.4 — Tamanho do estimulo e invariancia da seletividade a orientagao.

As discrepancias encontradas na largura de banda entre o presente
estudo e os achados do nosso grupo, podem ser explicadas em fungéo dos

tamanhos dos estimulos utilizados e os mecanismos de supresséo existentes
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no wulst (figura 15 A). Neste trabalho, os estimulos foram otimizados de forma
que ocupassem o tamanho exato do campo receptivo do neurénio em registro.
Aqueles registros em que eventualmente nao tivéssemos dados quantitativos
do tamanho do campo foram utilizados dados qualitativos, provenientes da
audicao do disparo do neurbnio a diferentes tamanhos de estimulos. Portanto,
em nossa amostragem o tamanho maximo de estimulo utilizado foi de 3,6°. Ja
em Baron et al., 2007, os tamanhos utilizados foram de 6°. Essas
consideragdes sao importantes porque em trabalhos com primatas utilizando o
mesmo tipo de estimulo de nossos estudos (grades senoidais em movimento),
tem sido demonstrado que a estimulagdo além do campo receptivo classico
resulta em um estreitamento da largura de banda (Chen et al., 2005; Xing et al.,
2005; Okamoto et al., 2009), devido a mecanismos de supresséo.

Achados recentes do nosso grupo (Turchetti-Maia e Baron, 2010)
demonstraram que estes mecanismos de supressao também ocorrem no wulst.
Dessa forma, a diferenca encontrada nas LBs em ambos estudos poderia ser
decorrente da atuacdo destes mecanismos aos diferentes tamanhos de

estimulos utilizados nos estudos.

5.5 — Correlatos perceptuais

A importancia do wulst na competéncia visual das corujas ainda nao foi
investigada diretamente. N&o sabemos, por exemplo, se essa area
telencefélica € primaria no sentido funcional do termo, a saber, se a sua
remogao ou inativagao causaria déficit visuais a ponto talvez de exibir sintomas
analogos a cegueira cortical como conhecida em humanos. Entretanto,
diversas evidéncias fisiologicas e anatbmicas (vide parte 1.5 da Introducao)
sugerem fortemente que o wulst € fundamental para o surgimento de varias
capacidades visuais da coruja, como a estereopsia (Nieder e Wagner, 2000,
2001a; van der Willigen, 2011), a percepgédo de contornos ilusoérios (Nieder e
Wagner, 2001b), a extracdo de superficie a partir do movimento (van der
Willigen et al., 2002, 2003) e a atencao espacial (Ohayon et al., 2008).

Neste contexto, mesmo na auséncia de estudos psicofisicos avaliando,
na coruja, limiares de discriminagao relativos a orientagdo ou direcado do

movimento em fungdo do contraste, julgamos pertinente discutir brevemente o
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significado de nossos resultados para a capacidade perceptiva de nosso
modelo experimental. Obviamente, o poder de predicdo de nossas inferéncias
depende da veracidade de pelo menos trés pressupostos: 1) a populagao de
células amostradas no presente estudo reflete a tendéncia central da resposta
média evocada no wulst como um todo; 2) o wulst contribui diretamente e
decisivamente na discriminagdo a orientagdo de contornos; e 3) a mesma
depende da atividade diferencial de neurbnios do wulst seletivos a orientacao,
de tal forma que um aumento na largura da banda resulta numa piora na
discriminagao a orientacgao.

Teoricamente, a habilidade de fazer julgamentos precisos sobre a
orientagdo de contornos € um passo indispensavel para o reconhecimento e
segmentacao de objetos que compdem uma cena visual. Preservar essa
capacidade independentemente do nivel de contraste desses contornos em
relacdo a seus redores € supostamente vantajoso em diversas situagdes
comportamentais, especialmente para um predador principalmente crepuscular
como a coruja-buraqueira.

A literatura psicofisica acerca do problema da estabilidade dos limiares
diferenciais de discriminacdo a orientagdo em fungdo do contraste é
relativamente abundante no homem, e somente nele, porém, ndo &
consistente. Varios trabalhos demonstraram que essa capacidade de
discriminagao é invariante (Skottun et al., 1987; ltti et al., 2000). Outros estudos
indicam que a capacidade de discriminacdo € dependente da interacdo entre
dois fatores: o contraste e o tamanho do estimulo (Nasanen et al., 1997;
Mareschal e Shapley, 2004). Em geral, os limiares de discriminacao a
orientagdo sdo elevados a baixo contraste para estimulos pequenos, mas se
tornam independentes do contraste quando o tamanho do estimulo é
substancialmente aumentado. Se este padréo for se confirmar na coruja, ele
seria incompativel com a nogdo de que o wulst seria uma pega chave para
explica-lo, visto que achamos uma fraca, porém significativa, tendéncia dos
neurénios dessa estrutura serem menos seletivos a orientagdo a medida que o
contraste da grade senoidal for aumentando. Talvez essa tendéncia ndo seja
expressiva o suficiente quando relativizado ao ganho em resposta observado
neste caso, o que, provavelmente (ndo avaliamos isso, mas é visivel na Figura

10), seria acompanhado, por sua vez, de um aumento relativo na variabilidade
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da resposta neuronal (Tolhurst et al., 1983; Vogels e Orban, 1990; Celebrini e
Newsome, 1994) e, consequentemente, de uma diminuigdo na confiabilidade
em sinalizar pequenas diferengas de orientagao.

Com relacao ao efeito do contraste na seletividade a diregao, mostramos
que as células ndo-direcionais do wulst tendem a se tornarem mais direcionais
ao diminuir o contraste. De maneira semelhante, registros eletrofisiologicos
realizados em gatos também apresentaram tal tendéncia (Peterson et al,
2006). Esses achados eletrofisioldgicos sdo, num primeiro nivel de analise,
consistentes com varios estudos psicofisicos em humanos que tem
demonstrado que ha uma melhoria na capacidade de discriminagdo da direcéo
do movimento em niveis de contrastes baixos (Derrington e Goddard, 1989;
Tadin et al., 2003). Nossos resultados sdo compativeis com a nogéo de que tal
fendmeno perceptual deve também ser expresso na coruja. Possivelmente,
isso pode ser uma estratégia para tornar objetos em movimentos mais visiveis

e discriminaveis em baixa condigéo de iluminagao.
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