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SINOPSIS

Actualmente, el Nucleo Geniculado Lateral (NGL) es considerado un elemento clave en el
procesamiento de la vision. Dada la inmensa cantidad de informacion que fluye a través de la via, es
preciso seleccionar aquella mas relevante previamente a su llegada a la corteza, donde sera
procesada en detalle. Mediante la respuesta en rafagas de bajo umbral, el NGL es capaz de
detectar estimulos novedosos en el campo visual y enviar informacién sobre ellos a la corteza, la
cual modula la actividad taldamica a través de las aferencias cértico-talamicas (bucle talamo-cértico-
talamico).

Mediante la resolucion de dos tareas visuales, se demostrd que las rafagas se generan
inmediatamente después de la aparicion del estimulo visual, y que su respuesta varia en funcion del
mismo: ante estimulos novedosos, el nimero de rafagas es superior, y sus caracteristicas
intrinsecas diferentes (mayor duraciéon y numero de espigas). La aplicacién de Estimulacidn
magnética transcraneal (EMT) sobre la corteza visual primaria, mostré una modulacion de las
aferencias corticofugales sobre el NGL, disminuyendo la actividad talamica.

Por tanto, el tdlamo participa activamente en la transmision y analisis inicial de la
informacidn visual, aunque existe un control cortical sobre la actividad del NGL a través de la via
cortico-talamica.

Actualmente, o Nucleo Geniculado Lateral (NGL) é considerado un elemento clave no
procesamento da vision. Dada a inmensa cantidade de informacién que flUe a través desta via, é
preciso seleccionar aquela mais relevante previamente & sla chegada a codia, onde serd
procesada en detalle. Mediante a resposta en trens de potenciais de baixo limiar, 0 NGL é capaz de
detectar estimulos novidosos no campo visual e enviar informacién sobre eles & corteza, a cal
modula a actividade talamica a través das aferencias cértico-talamicas (bucle talamo-cértico-
talamico).

Mediante a resolucién de duas tarefas visuais, demostrouse que os trens de potenciais de
baixo limiar se xeran inmediatamente despois da aparicion do estimulo visual, e que a sua resposta
varia en funcién deste: ante estimulos novidosos, 0 nimero de potenciais € superior, e as suas
caracteristicas intrinsecas diferentes (maior duracion e nimero de espigas). A aplicaciéon de
Estimulacion magnética transcraneal (EMT) sobre a corteza visual primaria, mostrou unha
modulacién das aferencias corticofugais sobre o NGL, disminuindo a actividade talamica.

Polo tanto, o talamo participa activamente na trasmisiéon e analise inicial da informacion
visual, ainda que existe un control da codia sobre a actividade do NGL a través da via cértico-
talamica.



SINOPSIS

Currently, the lateral geniculate nucleus (LGN) is considered a key element in the vision
processing. Given the vast amount of information that flows through this path, it is necessary to
select the most relevant one prior to their arrival to the cortex, where they will be processed in detail.
By replying in bursts of low threshold, the NGL is able to detect novel stimuli in the visual field and
send information about them to the cortex, which modulates thalamic activity via corticothalamic
feedback (thalamo-cortical-thalamic circuit).

The resolution of two visual tasks, showed that the bursts are generated immediately after
the onset of the visual stimulus, and that their response varies with the same: to novel stimuli, the
number of bursts is higher, and their intrinsic characteristics are different (longer duration and
number of spikes). The application of transcranial magnetic stimulation (TMS) over the primary visual
cortex, showed a modulation of cortical afferents on NGL, decreasing thalamic activity.

Therefore, the thalamus is actively involved in the transmission and initial analysis of visual
information, although a cortical control of the activity of NGL by corticothalamic feedback exists.
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RESUMEN

1. RESUMEN

Actualmente, el Nucleo Geniculado Lateral (NGL) es considerado un elemento clave en el
procesamiento de la vision. Dada la inmensa cantidad de informacion que fluye a través de la via
visual, es preciso seleccionar aquella mas relevante previamente a su llegada a la corteza, dénde
sera procesada en detalle. Mediante dos tipos de respuesta celular (rafagas de bajo umbral y
respuesta tonica), el NGL transmite diferentes rasgos o caracteristicas de los estimulos a la corteza,
la cual a su vez, modula la actividad talamica a través de las aferencias cortico-taldmicas (bucle
talamo-cortico-talamico).

El objetivo del presente trabajo es determinar si las rafagas de bajo umbral generadas en el
talamo, consideradas durante un largo periodo de tiempo como una desconexion talamo-cortical
propia del suefio, existen en estados de alerta o vigilia, y participan de forma activa en la deteccion
de estimulos visuales.

Para ello, se realizaron registros electrofisioldgicos unitarios y extracelulares en dos monos
despiertos (Macaca mulatta) mientras éstos resolvian dos tareas visuales diferentes, teniendo que
identificar en la primera de ellas, la Unica diferente de entre cuatro figuras geométricas (tarea visual
1), y en la segunda, sefialar la posicion de una figura que aparece en diferentes localizaciones en el
campo visual del animal, intercalando la aparicion de series de figura repetitivas (distractores) con
una figura novedosa (tarea visual 2).

Los resultados obtenidos muestran que, en ambas tareas, las rafagas aparecen
concentradas en los 100 ms posteriores a la aparicion del estimulo, desapareciendo trascurrido este
intervalo de tiempo. Ante la presencia del estimulo diferente, el nimero de rafagas es
significativamente mayor que ante los distractores, (tarea 1, p valor: 0,0034; tarea 2, p valor:
0,0161). El analisis de las caracteristicas intrinsecas de las rafagas (duracién, nimero de espigas y
frecuencia) muestra que éstas varian en funcién del tipo de estimulo, aumentando su duracion y el
numero de espigas por rafaga en el caso del estimulo novedoso. Asimismo, los analisis de densidad
de probabilidad para el mismo intervalo de 100 ms tras la aparicion del estimulo, muestran
diferencias significativas en la distribucion de las rafagas (estimulo novedoso versus distractor; tarea
1, p valor: 0,0491; tarea 2, p valor: 0,0214)

Por otro lado, se determind un componente atencional en la aparicion de las réfagas, al
disminuir éstas de forma significativa (tarea 1, p valor: 0,02; tarea 2, p valor: 0,0000232861) durante
el trascurso de la tarea, siempre y cuando la duracién de la misma fuese adecuada en funcién de su
complejidad (minimo de 60 ensayos en la tarea 1y 150 ensayos para la tarea 2).

La aplicacion de técnicas de EMT (Estimulacion magnética transcraneal) sobre la corteza
visual primaria con la finalidad de inhibir la via cértico-talamica que comunica V1 con el NGL
regulando su actividad, mostré6 una disminucion significativa de la actividad talamica, tanto del
disparo en rafaga como del disparo tdnico, en los 4 minutos posteriores a su aplicacion,
recuperandose tras una pausa de 10-15 minutos los valores normales de actividad en el caso del
disparo tonico, siendo necesario un intervalo de tiempo mayor para las rafagas de bajo umbral.



RESUMEN

Es importante sefialar que el efecto de la EMT fue cuantitativamente mayor sobre la
respuesta en rafagas que sobre el disparo tdnico, produciendo la practica desaparicion de la
primera.

Ademas, el porcentaje de aciertos realizados por los animales, disminuye de manera
significativa tras la aplicacién de la EMT con respecto a los resultados obtenidos en los registros
control, indicando una influencia en el comportamiento relevante.

En conclusién, en el talamo, las rafagas de potenciales de accion aparecen inmediatamente
después de la aparicion del estimulo visual (en un intervalo de 100 ms), participando de forma activa
en el procesamiento o filtrado inicial de la informacion, al detectar estimulos novedosos y
caracterizarlos mediante variaciones en sus propiedades intrinsecas. El talamo, por tanto, participa
activamente en la transmision y analisis inicial de la informacién visual, si bien los resultados
mostrados tras la aplicacion de la técnica de EMT indican un control de la corteza sobre este nucleo
a través de la via cortico-talamica.
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2.INTRODUCCION

El procesamiento de la visién se inicia en la retina en donde los rayos de luz reflejados por
los objetos son captados por los fotorreceptores y transformados en energia electroquimica. Desde
aqui, la informacion progresa por distintas partes del sistema visual, alcanzando primeramente el
diencéfalo y posteriormente las distintas areas de la corteza visual. En este trabajo nos hemos
centrado en el papel que el nucleo geniculado lateral (NGL) del tdlamo desempefia en la vision,
especificamente en la deteccion de estimulos novedosos, y su regulacion por la corteza visual
primaria (V1).

2.1 EL TALAMO

Dentro del sistema nervioso central, el diencéfalo se divide en dos estructuras principales: el
talamo y el hipotalamo. El talamo se encuentra a su vez subdividido en talamo ventral y talamo
dorsal, siendo éste ultimo el que representa la mayor parte de esta estructura en mamiferos,
extendiéndose entre el epitalamo y el tdlamo ventral. Por este motivo, cuando se hable de talamo en
este trabajo, se estara haciendo referencia al tdlamo dorsal.

Dentro de los distintos nucleos que constituyen la estructura talamica, nos centraremos en
aquel en el que se basa nuestra investigacion, el nucleo geniculado lateral (NGL).

2.1.1 INTRODUCCION: EL NUCLEO GENICULADO LATERAL
(NGL)

Las células ganglionares de la retina proyectan sus axones a tres estructuras principales:
pretectum, coliculo superior y talamo (Chalupa & Thompson, 1980; Vaney et al., 1981; Linden &
Perry, 1983; Jhaveri et al., 1991). Las dos primeras estructuras pertenecen al mesencéfalo y estan
relacionadas con el control de la contraccidn de la pupila y los movimientos oculares,
respectivamente. En el talamo, la estructura principal relacionada con la vision es el NGL. Este
nucleo recibe el 90% de las aferencias retinianas destinadas al tdlamo, las cuales mantienen una
meticulosa organizacion retinotdpica en ambos NGLs.

A pesar de recibir esta importante aferencia desde la retina, denominada aferencia principal
(del inglés, “driver”; Sherman & Guillery, 2006) por ciertas caracteristicas fisioldgicas y estructurales
que veremos mas adelante (ver apartado 2.3 y siguientes), ésta constituye tan sélo el 10% de las
aferencias totales que recibe este nucleo (Van Horn et al., 2000), estando constituido el 90%
restante por aferencias moduladoras que le llegan desde el nucleo reticular talamico (NRT) o
provenientes de otros nucleos (del propio tdlamo, como el pulvinar, o del tronco encefalico), asi
como de la corteza visual primaria (Sherman & Guillery, 2002).
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En todos los mamiferos, el NGL esta organizado en capas, presentando un minimo de dos,
y aumentando este numero a medida que avanzamos en la escala filogenética, y
consecuentemente, en complejidad (Kremers et al., 2005). Asi, en los primates no humanos objeto
de nuestro estudio (Macaca mulatta), y también en el hombre, esta estructura consta de seis capas
diferenciadas que contienen distintos tipos celulares y reciben informacién de una u otra retina de
forma independiente.

En el NGL, existen dos tipos celulares principales: Por un lado, tenemos las células de
proyeccion o de relevo, que envian sus axones a la corteza visual, siendo excitadoras
(glutamateérgicas) y constituyendo la aferencia principal desde el NGL hasta la corteza visual
primaria (V1), y por otro, interneuronas GABAérgicas, y por lo tanto inhibidoras, que regulan de
forma intrinseca la actividad de dicho nucleo (Xu et al., 2001; Ichida & Casagrande, 2002).

El 80% de las células del NGL son de proyeccion, existiendo 3 tipos celulares,
parvocelulares (P), magnocelulares (M) y koniocelulares (K), cuyas caracteristicas definiremos en
detalle en el siguiente apartado (ver apartado 2.2: Tipos celulares en el NGL de primate). El 20%
restante son interneuronas, las cuales se encuentran repartidas uniformemente por todo el nucleo.

Las capas del NGL (Fig. 2.1) se numeran dorso-ventralmente de la 6 a la 1, estando las
células distribuidas de forma especifica en las mismas, de manera que las capas de la 6 a la 3, las
mas dorsales, estan formadas por células de tipo parvocelular, y las dos méas ventrales, la 1y la 2,
por células de tipo magnocelular. Entre estas capas, existen otras de menor grosor donde se
encuentran células de tipo koniocelular, de caracteristicas intermedias entre los tipos magnocelular
y parvocelular.

CAPAS PARVOCELULARES

CAPAS MAGNOCELULARES

Fig 2.1 A la derecha, corte coronal de cerebro completo de mono adulto (Macaca mulatta), con coloracién de Niss|,
mostrando la ubicacién de sendos NGLs. A la izquierda, ampliacién del NGL mostrando la estructura en 6 ldminas,
siendo las 4 mas dorsales (6-3) de tipo parvocelular, y las 2 méas ventrales (1 y 2) de tipo magnocelular. Entre estas 6
laminas, aparecen ofras bandas mas finas y de color claro en las cuales encontrariamos el tercer tipo de células:
koniocelular (de izquierda a derecha, imagenes adaptadas de: Schiller; http://web.mit.edu/bcs/schillerlab; Brain
maps.org).
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Como se ha mencionado anteriormente, cada una de estas capas recibe aferencias de una
u otra retina, siendo estas aferencias contralaterales para las capas 6, 4 y 1, e ipsilaterales para las
capa 9, 3y 2, con lo cual la segregacion de la informacion visual en funcién del ojo de procedencia y
en dos vias paralelas y claramente diferenciadas se mantiene desde la retina hasta el talamo, y de
éste a la corteza (Hubel & Wiesel, 1966; Gouras, 1968; DeMonasterio & Gouras, 1975; Schiller &
Malpeli, 1978; Kaplan & Shapley, 1986).

2.2 TIPOS CELULARES EN EL NGL EN PRIMATES

2.2.1 NEURONAS DE PROYECCION DEL NGL

La primera clasificacion de los tipos celulares presentes en el NGL fue realizado por Hubel y
Wiesel en gato en los afios 60 (Hubel, 1960; Hubel & Wiesel, 1961). Se describieron 2 tipos de
células principales, X e Y, basandose en sus caracteristicas fisiologicas. Posteriormente se
caracteriz6 un tercer tipo celular, las células W.

Aunque en el primate las células de proyeccion taldmicas no tienen exactamente las
mismas propiedades que en el gato, se establecid un paralelismo entre los tipos celulares presentes
en ambas especies, tanto por su segregacion en capas (Schiller & Malpeli, 1978; Rodieck, 1979)
como por sus caracteristicas funcionales (Kaplan & Shapley, 1982). En la actualidad, ain se
desconoce si este paralelismo entre ambas especies (y también con otros mamiferos) se debe a
una relacién de homologia o analogia entre ellos (Van Hooser et al., 2005; Sherman & Guillery,
2006).

Como se introdujo en apartados anteriores, en el mono, reconocemos tres tipos de
neuronas de proyeccion, que se diferencian por la naturaleza de sus aferencias, las caracteristicas
del campo receptor, y el tamafio y patrén de distribucién de los axones y terminaciones axdnicas:
son los tipos magnocelular, parvocelular y koniocelular (Fig. 2.2).

Las células parvocelulares se distribuyen en cuatro capas, siendo las mas dorsales del
NGL. Son células con campos receptores de mediano y pequefio tamafio, que responden de forma
Optima a frecuencias espaciales altas y frecuencias temporales bajas. Las células de tipo
parvocelular responden con mayor intensidad a estimulos visuales de elevado contraste, y también
al color (Kaplan & Shapley, 1982, 1986; Hicks et al., 1983; Derrington & Lennie, 1982; Derrington et
al., 1984; Benardete et al., 1992; Spear et al., 1994; O'Keefe et al., 1998; Solomon et al., 1999;
Usrey et al., 2000; Levitt et al., 2001; Mowshon et al., 2005; Allito et al., 2011).

Las células magnocelulares estan ubicadas en las dos capas mas ventrales del NGL (capas
1'y 2), son células con campos receptores de mayor tamafio que el tipo parvocelular, que responden
preferentemente a frecuencias espaciales bajas y temporales altas, asi como a estimulos con poco
contraste y acromaticos (Kaplan & Shapley, 1982, 1986; Hicks et al., 1983; Derrington & Lennie,
1982; Derrington et al., 1984; Benardete et al., 1992; Spear et al., 1994; O'Keefe et al., 1998;
Solomon et al., 1999; Usrey et al., 2000; Levitt et al., 2001; Mowshon et al., 2005; Allito et al., 2011).
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Por ultimo, las células koniocelulares, presentes en menor numero, aparecen formando
delgadas capas entre las capas de células magnocelulares y parvocelulares. Son un grupo
heterogéneo de neuronas con caracteristicas fisioldgicas variables, algunas veces similares a las
células de tipo magnocelular, y, en otras ocasiones, con caracteristicas diferentes, como campos
receptores con sensibilidad cromética para el azul/amarillo (Xu et al., 2001).

Fig. 2.2 Representacion de 2 tipos
de células de proyeccion talamicas,
mostrando de izquierda a derecha,
los tipos X e Y, equiparables a los
tipos M y P en el tdlamo de un
primate (adaptado de Sherman &
Guillery, 2002).

Entre las células magnocelulares y parvocelulares existen también diferencias en las
latencias de respuesta ante estimulos visuales: la velocidad de conduccion del impulso nervioso a
traveés de los axones de las células de tipo parvocelular es menor que en las células de tipo
magnocelular (Dreher et al., 1976; Schiller & Malpeli, 1978; Kaplan & Shapley, 1982), ya que
normalmente los axones de las células magnocelulares suelen ser de mayor diametro que los de
las células parvocelulares.

Algunas diferencias mas, descritas inicialmente en otras especies de mamiferos y aplicadas
posteriormente al primate, estriban en la naturaleza de sus arboles dendriticos. Ya en el siglo XIX,
Kolliger describio dos tipos celulares en el tdlamo de diversas especies, las cuales clasifico como
radiales y en penacho (del inglés*oushy”), y que mas tarde fueron denominadas tipo 1y tipo 2
respectivamente para el NGL de gato (Guillery, 1966) y el nucleo ventral posterior en galago
(Pearson & Haines, 1980). El tipo 1 presenta dendritas que tienden a cruzar las capas del NGL,
relacionandose este tipo celular con las células parvocelulares, mientras que en el tipo 2 las
dendritas permanecen confinadas en la misma capa en la que se encuentra el soma neuronal, y nos
estariamos refiriendo a las células magnocelulares (Sherman and Guillery, 2006). Todas estas
diferencias ponen de manifiesto la existencia de dos vias paralelas de transmision de la informacion
visual desde la retina hasta el NGL y de éste a la corteza.
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Estudios recientes determinan también la existencia de esta misma segregacion en las
aferencias retrogradas desde la corteza hacia el tAlamo, al existir tres tipos definidos de neuronas
corticales equivalentes a los tres tipos de neuronas talamicas (Briggs & Usrey, 2009a, b, c; 2011).
La implicacién funcional de esta segregacion de la informacion es, probablemente, una optimizacion
de la capacidad de procesamiento simultdneo de informacion visual, debido a la inmensa cantidad
de estimulos sensoriales recibidos desde exterior.

2.21.1 CAMPOS RECEPTORES DE LAS NEURONAS DE
PROYECCION

La estructura de los campos receptores (CR) de las células ganglionares de la retina fue
descrita por primera vez por Kuffler en 1953, utilizando como modelo experimental el gato.
Posteriormente, Hubel y Wiesel (1966) describieron la estructura de los CR de células talamicas en
primates, especie que posee un sistema visual mucho mas semejante al humano. No sélo la
estructura de los campos receptores resultd ser muy parecida en ambos modelos experimentales,
sino que en las células de proyeccidn talamicas, los CRs presentan la misma organizacion que en
las células de la retina (Hubel, 1960).

La definicion clasica de campo receptor es el area del espacio en la cual la presentacion de
un estimulo luminoso causa cambios en la actividad de una neurona, inhibiendo o aumentando su
frecuencia de disparo (Kuffler, 1953; Hubel & Wiesel, 1959). Los campos receptores, tanto en las
células ganglionares de la retina como en el NGL, se caracterizan por estar bien definidos, ser
concéntricos, y presentar una estructura en centro y periferia antagonistas, cuya finalidad es medir
el contraste entre intensidades luminosas.

En funcion de la naturaleza del centro del campo receptor, estos se clasifican en ON y OFF,
o0 lo que es lo mismo, excitadores o inhibidores. Las células ON son aquellas que responde a la
presencia de luz, mientras que las células OFF responden a la disminucion de la intensidad
luminosa. El centro y la periferia del campo receptor son antagonistas, de manera que una célula
ON tendra una periferia OFF inhibidora y viceversa.

El tamafio de los campos receptores varia en funcion del tipo de célula al que nos refiramos,
(M, P 6 K) y de la posicién que dicha célula ocupe en la retina. Asi, en el area centralis del gato o
fovea de la retina del primate, zonas de mayor agudeza visual, los campos receptores son de
pequefio tamafio, aumentando a medida que nos alejamos de este punto, de manera que las
células de las areas marginales de la retina reciben aferencias desde varios fotorreceptores,
mientras que en las areas centrales, cada célula ganglionar establece conexién con un Unico
fotorreceptor. Esta caracteristica se mantiene en diversas especies de primates, apareciendo, por
ejemplo, tanto en el grupo de los platirrinos como en catarrinos (Silveira et al., 2004). El tamafio del
campo receptor se encuentra intimamente relacionado con el tamafio del arbol dendritico, siendo
ambos directamente proporcionales y generando diversos subgrupos dentro de la clasificacion
(Martin et al., 2001).

Existe una estrecha relacién entre las caracteristicas de los campos receptores retinianos y
los campos receptores de las neuronas talamicas, debido a que la aferencia retiniana es la principal
entrada sensorial al NGL. También existen grandes similitudes entre los tipos celulares existentes
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en ambas estructuras, segregandose ya desde la retina vias paralelas de procesamiento de la
informacion visual, las cuales se mantendran hasta llegar a la corteza (Tolhurst et al., 1973; Lennie,
1980).

Sin embargo, la corteza visual posee un papel fundamental en la transmisién de informacién
desde el NGL, ya que las aferencias retrogradas de la corteza hacia éste, las cuales constituyen la
via cortico-talamica, son la principal aferencia moduladora del talamo, constituyendo
aproximadamente un 30% de todas las entradas sinapticas a este nucleo (Erisir et al., 1997; Van
Horn et al., 2000; Sherman & Guillery, 2002). El papel de la corteza, por tanto, es fundamental para
regular como se transmite la informacion visual proveniente de la retina hacia centros superiores.

En el NGL, existe un equilibrio entre el numero de células tipo ON y OFF existentes en las
distintas capas, apareciendo, generalmente, una mayor proporcion de células con campos
receptores tipo ON en las capas parvocelulares y de tipo OFF en las capas magnocelulares (Levitt
et al., 2001). Sin embargo, en la especie de primate utilizada para nuestros experimentos (Macaca
mulatta), existen ciertas variantes respecto a la norma general en la distribucién de los tipos
celulares en las capas parvocelulares: existe un mayor numero de células con campos receptores
tipo ON en las capas 5 y 6, siendo practicamente todas las neuronas de estas capas tipo ON,
mientras que en las capas 3 y 4, el balance entre células ON y OFF se encuentra mas equilibrado
(Schiller & Malpeli, 1978; Levitt et al., 2001). Actualmente, se desconoce el significado de estas
diferencias en la proporcién de células de cada tipo, y de su variabilidad entre especies.

2.2.2 INTERNEURONAS

Las interneuronas (Fig. 2.3) son el segundo tipo celular existente en el NGL. Son células
inhibidoras y GABAérgicas, morfolégicamente diferentes a las neuronas de proyeccion, con un
soma de pequefio tamafio, presentando largas dendritas, denominadas axoniformes por la
complejidad y forma de sus terminales (Sherman & Guillery, 2006), cuya finalidad es recorrer
extensas distancias aunque siempre dentro del propio nucleo (Wilson & Hendrickson, 1988).

Fig. 2.3 Interneurona de la 1&mina A
del NGL del gato, mostrando en la
ampliacién los botones presinapticos
de la misma (adaptado de Sherman
& Guillery, 2002).
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El nimero de interneuronas existentes varia en funcion de la especie y del propio nucleo
talamico (Arcelli et al., 1997), habiendo llegado a describirse en mono un maximo de 35% de
interneuronas en las capas magnocelulares (\ontero, 1986), si bien la media oscila en torno a un
20-25%, al igual que ocurre en gato (LeVay & Ferster, 1979).

Se han establecido numerosas clasificaciones de interneuronas en funciéon de diversos
rasgos, por ejemplo, en base al territorio ocupado por el axén en comparacion con las dendritas
(Tombol, 1969), al tamafio de su soma (Montero & Zempel, 1985), en funcion de su respuesta a
ciertos neurotransmisores (Carden & Bickford, 2002), pero en la actualidad se desconoce con
exactitud, al menos en primate, cuantos tipos diferentes de interneuronas existen.

Las interneuronas establecen principalmente sinapsis dendro-dendriticas con las células de
proyeccion talamicas, aunque también se han descrito sinapsis axonicas con las mismas,
(Bloomfield & Sherman, 1989; Erisir et al., 1997), por lo que se ha llegado a postular la teoria de que
estas interneuronas podrian formar “redes” en las cuales se segregaria la informacién enviada a
diferentes grupos de neuronas de proyeccion a través de uno u otro tipo de sinapsis.

De hecho, aunque las interneuronas reciben aferencias principalmente retinianas
(excitadoras), también reciben aferencias desde el tronco del encéfalo (inhibidoras), respondiendo
mediante dos vias: axénica y dendritica. La respuesta axénica es debida a los terminales sinapticos
denominados F1, que actuan exclusivamente a nivel presinaptico, estableciendo conexiones con el
soma o dendritas proximales, ya que las dendritas distales se encuentran demasiado lejos del cono
axonico como para generar una respuesta (Cox et al., 1998; Cox & Sherman, 2000).

Sin embargo, la respuesta dendritica se produce a través de los terminales de tipo F2
distales, los cuales estan regulados por sinapsis locales, y funcionan tanto a nivel pre- como
postsindptico (Guillery, 1969; Ralston, 1971; Famiglietti & Peters, 1972; Hamos et al., 1987;
Montero, 1986). En estos terminales, se establecen contactos provenientes de la corteza visual,
provocando excitacion sobre las interneuronas, y consecuentemente, inhibicion de las neuronas de
proyeccion talamicas.

2.3 AFERENCIAS TALAMICAS

En el tadlamo, podemos diferenciar dos tipos de aferencias: las principales (del inglés,
drivers) y las moduladoras (modulators) (Sherman and Guillery, 1998), ambas caracterizadas por un
conjunto de propiedades fisiologicas y morfolégicas concretas.

La diferencia mas destacable entre ambos tipos de aferencias es funcional, de manera que
las aferencias principales determinan la informacién que se envia al NGL, mientras que las
aferencias moduladoras modifican el tratamiento que se hace de dicha informacién, determinando
por ejemplo la cantidad o modo en que esta informacion es transmitida (Sherman & Guillery, 2006).
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2.3.1 CARACTERISTICAS DE LAS AFERENCIAS PRINCIPALES
Y MODULADORAS

Basandonos en que ambos tipos de aferencias tienen funciones diferentes, observamos que
también presentan diferencias estructurales. Las aferencias principales se caracterizan por
determinar la estructura del CR de las células de relevo talamicas (Hubel & Wiesel, 1961; Cleland et
al., 1971; Cleland & Lee, 1985; Mastronarde, 1987a; Usrey et al., 1999), activar principalmente
receptores ionotrépicos que generan PEPSs rapidos en términos de latencia y duracion (revisado
por Sherman & Guillery, 1998, 2004), poseer dianas donde confluyen un maximo de 30 aferencias,
las cuales tienen zonas de terminales sinapticos bien definidos, grandes y con botones sinapticos de
tipo RL (redondeados y grandes, del inglés round and large) y ser glutamatérgicas, y por tanto
excitadoras (Cleland et al., 1971; Cleland & Lee, 1985; Mastronade, 1987a; Usrey et al., 1999).

Por el contrario, las aferencias moduladoras activan ambos tipos de receptores, ionotropicos
y metabotrépicos, generando tanto PEPSs cortos y rapidos, como PEPSs lentos en latencia y
sostenidos en el tiempo, respectivamente. Presentan diferentes patrones a la hora de establecer
sinapsis, con botones sindpticos menos agrupados y mas dispersos que en el caso de las
aferencias principales. Otras caracteristicas son que existe una elevada convergencia de aferencias
en la diana, poseen axones mas delgados y utilizan diferentes neurotransmisores (glutamato,
acetilcolina, GABA y Oxido Nitrico o NO) en funcién de la estructura de la que provengan (corteza,
tronco encefalico y nucleo reticular taldmico/interneuronas) (Sherman & Guillery, 2006).

2.3.2 AFERENCIAS PRINCIPALES Y MODULADORAS DEL NGL

2.3.2.1 AFERENCIAS PRINCIPALES

En el NGL, la principal aferencia es la proveniente de la retina, existiendo importantes
similitudes entre las propiedades de los campos receptores de las células ganglionares retinianas y
de las células de proyeccion talamicas (Cleland et al., 1971; Sherman & Spear, 1982; Cleland &
Lee, 1985; Shapley & Lennie, 1985; Sherman, 1985; Usrey et al., 1998).

Aunque este hecho no es una caracteristica indispensable para que una aferencia sea
considerada principal, si es una de las multiples caracteristicas exclusivas de estas aferencias que
las distinguen de las moduladoras (Sherman & Guillery, 2006). EI hecho de que entre dos
estructuras interrelacionadas, retina y NGL, se establezca un paralelismo a nivel de sus
caracteristicas estructurales y fisiolégicas, conlleva la realizacion de una funcion similar.

Cada célula de proyeccidn taldmica recibe aferencias de una o dos células ganglionares, si
bien como el nimero de células en el NGL es muy superior al nimero de células retinianas (Levick
et al., 1972), éstas envian aferencias a un pequefio conjunto de neuronas, generando una
sincronizacion en la respuesta del NGL debido a la entrada sinaptica simultanea,
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la cual aumenta la eficacia de transmision de informacion al talamo (Alonso et al., 1996; Usrey et al.,
1998).

En la retina, encontramos diferentes tipos celulares semejantes a los existentes en el NGL,
estableciéndose desde estadios iniciales del procesamiento visual, una segregacion de la
informacion en diferentes vias, la cual se mantendra hasta alcanzar la corteza.

2.3.2.2 AFERENCIAS DESDE LA RETINA

Las aferencias retinianas se originan en las células ganglionares, las cuales se clasifican en
tres tipos en el gato, Y, X e W (Enroth-Cugel & Robson, 1966; Cleland et al., 1971), y en
parvocelulares, magnocelulares y koniocelulares en primates (De Monasterio & Gouras, 1975; De
Monasterio et al., 1975 a, b; De Monasterio 1978 a, b; Rodieck et al., 1985; Dacey & Petersen,
1992; Kolb et al., 1992; Dacey 1993a). Cada uno de estos tipos envian aferencias especificamente
a cada uno de los tres tipos de neuronas talamicas de proyeccion (revisado por Livingstone & Hubel,
1987; Schiller & Logothetis, 1990; Shapley, 1992; Merigan & Maunsell, 1993; Casagrande & Kaas,
1994; Dacey, 2000; Hendry & Reid, 2000; Callaway, 2005; Field & Chichilnisky, 2007), existiendo un
paralelismo entre las propiedades de las células talamicas y retinianas que establecen conexidn
entre si.

En el gato, basandose en la clasificaciéon realizada por Enroth-Cugell y Robson en 1966,
Cleland y colaboradores (Cleland et al., 1971 ) establecieron una subdivision celular semejante,
diferenciando las células ganglionares en funcién de su tipo de respuesta, pudiendo ser ésta
sostenida o transitoria (lo que seria equivalente a los tipos celulares X e Y respectivamente). Segun
esta division, las celulas ganglionares de tipo Y, equivalentes las células las células ganglionares
tipo M en primates (Fig. 2.4B), poseen elevadas velocidades de conduccién axonica, campos
receptores de gran tamafio, se encuentran ampliamente distribuidas por la retina, responden de
forma transitoria ante contrastes estaticos, presentan una respuesta espacial no lineal y poseen
buena respuesta ante objetos en movimiento, y por tanto estan relacionadas con la deteccién del
mismo.

Sin embargo, las células de tipo X se encuentran concentradas en la zona central de la retina
(area centralis, punto de mayor agudeza visual), poseen campos receptores pequefos, velocidad
de conducciéon axénica lenta, presentan una respuesta sostenida ante contrastes estaticos y
responden mal ante estimulos en movimiento, caracteristicas que las relacionan con la agudeza
visual. Este tipo celular seria el equivalente a las células de tipo parvocelular en las células
ganglionares de los primates (Fig. 2.4C).

Por ultimo, las células de tipo W (anélogas a las células de tipo koniocelular, Fig. 2.4A) estéan
consideradas el grupo filogenético mas antiguo de los tres descritos, presentando la conduccion
axonica mas lenta, con campos receptores grandes y situados en la zona periférica de la retina.
(Cleland et al., 1971; Cleland & Levick, 1974). También existe una pequefia proporcion de células
ganglionares con caracteristicas intermedias entre las células transitorias y sostenidas (tipos
magnocelular y parvocelular respectivamente, en primate).
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Fig. 2.4 Ejemplo de los distintos tipos de células ganglionares en retina de macaco (Macaca mulatta). A) Célula
ganglionar tipo koniocelular B) Célula ganglionar magnocelular C) Célula ganglionar de tipo parvocelular.
(Adaptado de Dacey & Lee, 1994)

Las células magnocelulares y parvocelulares se encuentran en todos los primates diurnos y
nocturnos (Rodieck et al., 1985; Dacey & Petersen, 1992; Kolb et al., 1992), existiendo una
representacion numérica diferente de ambos tipos celulares en la retina. Las células de tipo P
constituyen aproximadamente el 80% del total de células ganglionares, mientras que las células de
tipo M representan el 10% de la poblacion celular (Perry et al., 1984; Silveira & Perry, 1991). EI 10%
restante se dividiria entre las células de tipo koniocelular y las células de caracteristicas intermedias
entre los tipos My P.
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2.3.2.3 AFERENCIAS MODULADORAS

Ademas de la aferencia retiniana, el NGL cuenta con otras aferencias provenientes de
diferentes estructuras, tales como el nucleo reticular taldmico (NRT), el tronco encefalico y la propia
corteza visual (Fig. 2.5). Estas aferencias son moduladoras, y es representativo el hecho de que
supongan un porcentaje muy superior al numero de aferencias provenientes de la retina, en una
proporcion de 10:1 respecto a éstas Ultimas (Van Horn et al., 2000; Wang et al., 2002).

EI NRT es una delgada capa de células que se situa dorsalmente sobre el NGL, y que en el
sistema visual recibe el nombre de nucleo perigeniculado (NPG) debido a su posicion. Este nucleo
envia aferencias GABAérgicas (mediadas por receptores GABAa y GABAg), y por tanto inhibidoras
(Bowery et al., 1984,1987) al NGL.

ElI NRT desarrolla un papel fundamental en la modulacién de la actividad taldamica y de la
trasmision de informacién hacia la corteza. Esta implicado, por ejemplo, en la configuracién de los
campos receptores de las neuronas de proyeccion talamicas o en el cambio de patron de disparo en
funcion del estado conductual del sujeto (despierto/dormido) (Cudeiro & Rivadulla, 2002). Estudios
recientes determinan la influencia de la atencidn sobre este nucleo, inhibiéndolo ante una atencion
directa a un estimulo visual, y por tanto aumentando la respuesta neuronal en el NGL (IVicAlonan et
al., 2008).

El tronco encefalico envia aferencias moduladoras al NGL desde tres areas principalmente:
la region peribranquial, el locus coeruleus y los nucleos del rafe.

En las aferencias de la regién peribranquial, se encuentran implicados los
neurotransmisores acetilcolina y oxido nitrico (NO) (De Lima et al., 1985; De lima & Singer, 1987a,
b; Fitzpatrick et al., 1988; Bickford et al., 1993). La acetilcolina posee un doble efecto sobre las
células de relevo talamicas: por una parte, genera un potencial excitador postsinaptico (PEPS)
activando dos tipos de receptores, uno nicotinico que actta en primer lugar generando el
componente rapido del PEPS, y uno muscarinico que actia a continuacion promoviendo una
despolarizacion lenta y duradera de las neuronas de proyeccion, que se traduce en una
predominancia de la respuesta tonica. Al mismo tiempo, la acetilcolina inhibe las interneuronas del
propio NGL, asi como al NRT, evitando la inhibicion de las células de relevo por éstas (McCormick &
Prince, 1987; McCormick, 1989), y aumentando la actividad talamica.

ElI NO es un neurotransmisor atipico debido principalmente a su naturaleza gaseosa. Esta
caracteristica confiere al NO patrones de liberacion especificos, lo cual le proporciona ciertas
ventajas a nivel fisiolégico, como una elevada capacidad de difusion por grandes areas de tejido
(Garthwaite & Boulton, 1995; Cudeiro & Rivadulla, 1999). EI NO se libera en aquellos lugares en los
que los axones colinérgicos contactan con las neuronas talamicas, estando su liberacion regulada
por los canales de Ca2* voltaje dependiente, de manera que si reducimos la cantidad de NO
liberado, la tasa de disparo de las neuronas talamicas y del NPG disminuye (Cudeiro et al., 1996;
Cudeiro & Rivadulla, 1999).
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Fig. 25 Representacion esquematica de la via visual, mostrando las aferencias principales (retina) y
moduladoras (NRT, Tronco Encefélico-PBR y Corteza Visual), indicandose en el caso de éstas Ultimas, cuales
son inhibidoras (-) y cuales excitadoras (+). El color verde se utiliza para las vias glutamatérgicas, el rojo para
las gabaérgicas y el azul para las colinérgicas y NO. (Adaptado de Sherman y Guillery, 2002).

De otras regiones del tronco del encéfalo, locus coeruleus y nucleos del rafe, parten dos
tipos de fibras, noradrenérgicas y serotonérgicas respectivamente. Las aferencias noradrenérgicas
son excitadoras y afectan tanto a las células de proyeccion como al NRT. El efecto de las aferencias
serotonérgicas es complejo y no hay un criterio unificado al respecto (McCormick, 1989, 1992;
Funke et al., 1993).

Como mencionamos anteriormente, las neuronas taldmicas envian sus axones a la corteza
visual primaria, estableciendo sinapsis principalmente en capa 4, aunque también en las capas 2, 3
y 6. Ademas, desde la capa 6 parten de nuevo aferencias hacia el NGL, estableciéndose asi un
bucle de informacién entre ambas estructuras conocido como bucle talamo-cortico-talamico. Las
aferencias corticofugales son excitadoras y utilizan el glutamato como neurotrasmisor, y actuan
sobre las células talamicas modulando su actividad. De la via cértico-taldmica hablaremos en mas
detalle en apartados posteriores debido a su gran relevancia en el procesamiento visual.
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24 LA CORTEZA VISUAL

En primates (incluyendo el hombre), la corteza visual abarca una gran extension de la
corteza cerebral, incluyendo el I6bulo occipital y zonas de los Idbulos parietal y temporal. El area de
la corteza que recibe las aferencias del NGL se conoce como la corteza visual primaria (V1) y es en
la que nos centraremos por ser la mas relevante para el presente trabajo.

2.4.1 ESTRUCTURA DE LA CORTEZA VISUAL PRIMARIA

La corteza visual primaria es una fina lamina de sustancia gris de elevada complejidad
estructural y funcional. En 1870, Meynert y Betz determinaron que la corteza visual primaria se
encontraba dividida en capas, siendo pocos afios después, en 1878, cuando Lewis sugirié que dicha
estratificacion consistia en una division en 6 capas celulares diferenciadas, estableciendo la
estructura general del neocortex que se mantiene en la actualidad (Fig. 2.6). Estas capas se
numeran de la 1 hasta la 6, partiendo de la superficie mas externa de la corteza hasta la mas
interna, préxima a la sustancia blanca.

Ramon y Cajal (1911) fue quién realizé la primera descripciéon completa de dichas capas
celulares, y por tanto, de la estructura interna de la corteza. Las seis capas que constituyen el
neocortex son las siguientes: Capa 1 o plexiforme externa, Capa 2 y 3 constituidas por células
piramidales de pequefio y mediano tamafio respectivamente, Capa 4 o granular interna, Capa 5 o
de células piramidales de gran tamafio y Capa 6 o de células fusiformes (Valverde, 2002).

Fig. 2.6. A) Dibujo adaptado de las diferentes capas que constituyen la corteza cerebral por Ramén y Cajal.
De izquierda a derecha: corteza visual en humano adulto, corteza motora en humano adulto y corteza en
bebé de mes y medio B) Microfotografia de fluorescencia de neocortex en rata con tincion de Nissl para
evidenciar los nucleos y somas de las neuronas en las diferentes capas (Adaptado de Peluffo, 2012)
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En el mono, asi como en la mayoria de los vertebrados, las principales aferencias que
recibe la corteza provienen de los nucleos de relevo talamicos, en nuestro caso del NGL, aunque
existen otro tipo de aferentes provenientes de la propia corteza, de otros nucleos talamicos (fibras
de asociacion corticales o callosas) y del tronco del encéfalo. (Casagrande et al., 2005).

La principal diana de las aferencias provenientes desde el NGL es la capa 4 de la corteza,
la cual debido a este motivo, se encuentra muy engrosada. Esta capa se encuentra dividida en
varias subcapas diferenciadas, de manera que los axones de los diferentes tipos celulares taldamicos
(magnocelular, parvocelular y koniocelular) llegan a diferentes zonas de esta capa, manteniendo
una estratificacion de la informacion hasta el nivel cortical (revisado por Briggs & Usrey, 2011).

Ademas, desde la capa 6 de la corteza parten aferencias corticofugales hacia el tdlamo, y
en esta capa existe una division semejante a la existente en capa 4. En el macaco, la capa 6 se
subdivide en tres subcapas, de manera que las neuronas cértico-taldmicas quedan confinados
exclusivamente en las subcapas superior e inferior (Lund & Boothe, 1975; Hendrickson et al., 1978;
Fitzpatrick et al., 1994; revisado por Briggs y Usrey, 2011). Las neuronas cértico-taldamicas son
neuronas glutamatérgicas excitadoras que envian aferencias al NGL, al nucleo reticular talamico y
a capas superiores de la propia corteza, y que constituyen un pequefio porcentaje dentro de las
neuronas existentes en la capa 6 de la corteza visual (son aproximadamente un 14% del total en el
macaco; Fitzpatrick et al., 1994).

Sin embargo, las neuronas cortico-talamicas constituyen la aferencia moduladora mas
importante que recibe el NGL, mas incluso que la proveniente de la retina (Guillery, 1969b; Erisir et
al., 1997). Un caso semejante ocurre en capa 4 de la corteza visual, la cual recibe un mayor
numero de aferencias desde la capa 6 de la propia corteza que desde el NGL, y sin embargo esta
capa es la principal diana de las aferencias taldamicas (Ahmed et al., 1994).

En apartados posteriores determinaremos la relevancia de esta estratificacion para el
procesamiento de la informacion visual.

2.4.2 TIPOS CELULARES EN LA CORTEZA VISUAL

En la corteza visual, encontramos 2 tipos principales de células: las células piramidales y las
no piramidales o interneuronas (Fig. 2.7). Las primeras son células de proyeccion, de tamafio
grande, con un largo axén y una unica dendrita apical, asi como numerosas dendritas basales y
espinas dendriticas. Se encuentran distribuidas por toda la corteza, enviando sus axones a otras
regiones de la misma y hacia estructuras subcorticales, asi como a otras neuronas locales,
interconectandolas. Los axones de las neuronas piramidales son excitatorios y usan glutamato
como neurotransmisor (Ichida & Casagrande, 2002). Son el 70% aproximadamente de total de las
neuronas existentes en la corteza cerebral, siendo mas abundantes en las capas 2, 3, 5y 6 de la
misma.

Las restantes células, las interneuronas, también denominadas células de axon corto o de
tipo Il de Golgi segun la terminologia clésica, se caracterizan porque su axén permanece dentro de
la propia corteza. Han sido clasificadas en base a muy diversos criterios, como por ejemplo en
funcién de la presencia o0 ausencia de espinas dendriticas o de la densidad de las mismas.
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Sin embargo, es preciso tener en cuenta numerosos factores a la hora de clasificar estas
células, tales como forma y distribucién del arbol dendritico, tamafio celular, tipo de neurotrasmisor,
etc (Valverde, 2002).

Célula de

/ Retzius-Cajal

!
|
) I
__l'nA_ — I
%?7/' ® :
[
Célula de .
canasta
A |
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Célula fusiforme Martinott

Fig. 2.7 Representacion de los diferentes tipos celulares presentes en la corteza visual primaria. Las células
piramidales y fusiformes son las encargadas de la continuidad de la transmision de informacion siguiendo el feedback
cortico-taldmico y enviando sus axones a la sustancia blanca: son las denominadas células de proyeccion. Las
interneuronas se clasifican en base a diversos criterios: las células en canasta y las células estrelladas poseen axones
cortos y actuan a nivel local, siendo células GABAérgicas, y por tanto, inhibidoras. Las primeras se caracterizan por
presentar espinas dendriticas mientras que las segundas carecen de ellas. Las células de Martinotti son un tipo de
células de axdn ascendente. Se encuentran en capas profundas de la corteza cerebral y envian sus axones a la capa
molecular de la misma estableciendo sinapsis con las células piramidales. En esta misma capa se encuentran las
células de Retzius-Cajal, las cuales son células fusiformes y horizontales que sinaptan a su vez con las células de
proveccion, v estan relacionadas con estadios embrionarios.

Las interneuronas son células de pequefio tamafio y, normalmente, de axén corto
encargadas de interconectar neuronas de proyeccion entre si. Suelen presentar una forma
caracteristicamente estrellada y acttan a nivel local. Se diferencian diversos tipos:

Las células estrelladas constituyen un grupo heterogéneo, con variabilidad morfolégica,
tanto dendritica como axonal. Al igual que las células piramidales, son excitadoras y utilizan
glutamato como neurotrasmisor. Son de gran importancia como elementos receptores de las fibras
aferentes talamicas (Levay, 1973)
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Las células fusiformes se encuentran en laminas de la corteza mas profundas que las
neuronas piramidales, y al contrario que éstas, poseen un cuerpo celular de forma eliptica,
caracteristica por la cual reciben su nombre. Estas células envian sus axones a otras regiones de la
corteza, como fibras de proyeccion, asociacién o comisurales, al igual que hacen las células
piramidales. Sus dendritas se ramifican en la misma capa en la que se encuentra el soma o bien en
capas mas superficiales (Valverde, 2002).

Las células en canasta, descubiertas por Ramén y Cajal (1911) en corteza visual y motora
del hombre, y descritas posteriormente en diversas areas de la corteza del mono (Jones, 1975), son
inhibidoras y gabaérgicas, al igual que las células en candelabro. Las primeras son células
multipolares con dendritas lisas y axén desarrollado formando largas colaterales, caracteristicas por
las cuales reciben su nombre. Las segundas, las células en candelabro, se caracterizan por la
morfologia de sus axones, que presentan botones sinapticos dispuestos en hileras verticales, las
cuales recuerdan al aspecto de una lampara de brazos (Somogyi et al., 1982; Kisvarday et al.,
1986).

Otro tipo de interneurona inhibitoria es la célula de axén ascendente. Son células
multipolares, con dendritas lisas 0 con un escaso numero de espinas dendriticas. Si los somas de
estas células se encuentran en capas profundas de la corteza, enviando axones hasta la capa
molecular de la misma, se denominan células de Martinotti. Este tipo neuronal, descrito inicialmente
por Ramén y Cajal en 1911, ha sido descrito posteriormente en corteza visual de mono (Lund,
1973).

2.4.2.1 TIPOS DE NEURONAS CORTICO-TALAMICAS

Dentro del grupo constituido por las neuronas de proyeccidn, existen un grupo de neuronas
denominadas neuronas cortico-talamicas, las cuales mencionamos anteriormente. Estas neuronas
se encuentras exclusivamente ubicadas en las capa 6 de la corteza visual y son las encargadas de
enviar aferencias desde esta capa al NGL, constituyendo la via cértico-talamica.

Como explicamos previamente, en el NGL existen 3 tipos celulares con distintas
caracteristicas, que reciben informacion de diversas clases de células ganglionares de la retina, y
que envian axones con informacién visual diferente y complementaria mediante vias paralelas (tipos
magnocelulares, parvocelulares y koniocelulares), sinaptando en subcapas distintas en capa 4 de la
corteza (revisado por Schiller & Logothetis,1990; Shapley, 1992; Merigan & Maunsell, 1993;
Casagrande & Kaas, 1994; Casagrande 1994; Hendry & Calkins, 1998; Hendry & Reid, 2000; Briggs
& Usrey, 2009a; Nassi & Callaway, 2009).

Asi mismo, existen evidencias de que las mismas aferencias talamicas envian colaterales a
capa 6 de la corteza, de manera que las neuronas de esta capa reciben informacién directamente
del NGL a través de sus dendritas basales, y al mismo tiempo, también reciben aferencias de capas
superiores de la corteza a través de sus dendritas apicales (Da Costa & Martin, 2009).
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Por ofro lado, estudios recientes determinan que en la capa 6 de la corteza existen
diferentes tipos celulares analogos a los descritos en el NGL, y que la via cértico-talamica sigue una
estratificacion también en su regreso hacia el NGL semejante a la existente en la via talamo-cortical
(Briggs & Usrey, 2011).

Asi, existen 3 tipos celulares en las denominadas neuronas cortico-talamicas, que serian los
siguientes (Briggs & Usrey, 2007, 2009, 2011):

a) El primer grupo estd compuesto por células complejas con axones con alta velocidad de
conduccion (<7ms), con buena respuesta a estimulos de bajo contraste y elevadas
frecuencias temporales (Hawken et al., 1988; Briggs & Usrey, 2007), con fuerte supresion
de la periferia sobre el centro del CR y gran selectividad a la direccién del movimiento.
Estas células serian semejantes al tipo magnocelular en el talamo.

b) El segundo grupo esta constituido por células simples, con axones con velocidades de
conduccion moderada (7-15 ms), preferencia ante frecuencias temporales bajas y
frecuencias espaciales altas, con menos supresion periférica y con respuestas lineales a los
contrastes. Estariamos hablando del tipo parvocelular (Briggs & Usrey, 2009¢).

c) El tercer y ultimo tipo se relacionaria con las células de tipo koniocelular, presentando
caracteristicas intermedias entre los grupos descritos previamente. Son células complejas,
con velocidades de conducciéon bajas (>15 ms), con buena respuesta a contrastes y
frecuencias temporales altas, y con respuesta a la orientacion o la direccion del estimulo no
preferente.

Ciertos estudios con marcadores retrogrados en el NGL han demostrado que las distintas
neuronas cortico-talamicas emiten axones a diferentes capas talamicas (Lund & Boothe,1975;
Hendrickson et al., 1978; Conley & Raczkowski, 1990; Fitzpatrick, 1994; Ichida & Casagrande,
2002), de manera que las neuronas del primer grupo descrito establecen conexiones en las capas
magnocelulares del NGL, mientras que las neuronas descritas en el segundo grupo lo hacen en las
capas parvocelulares, existiendo vias diferencias de conexion entre la corteza y el talamo, al igual
que ocurre con las aferencias principales (NGL - corteza).

La existencia de estos tres tipos celulares, la posicion que ocupan a nivel anatomico y la
existencia de una segregacion de la informacion “de vuelta” hacia el NGL desde la corteza, confiere
a las neuronas cdrtico-talamicas una gran relevancia a la hora de realizar su funcién sobre la
actividad talamica.

Posiblemente, unas de las caracteristicas mas importantes de las aferencias cortico-
talamicas sea su organizacion retinotopica (revisado por Cudeiro & Rivadulla, 2002), lo cual quiere
decir que existe una importante organizacién espacial en el procesamiento de la informacién visual.
Las neuronas coértico-talamicas promueven la actividad de aquellas neuronas talamicas cuyos
campos receptores ocupan la misma posicidn en el espacio, e inhiben a las neuronas adyacentes,
controlando selectivamente el paso de informacion.

Este tipo de organizacién espacial no es exclusivo del sistema visual, ya que ha sido
observado en aferencias retrogradas del sistema somatosensorial (Canedo & Aguilar, 2000).
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2.5 BUCLE TALAMO-CORTICO-TALAMICO

La informacidn visual es trasmitida desde la retina al tdlamo y a la corteza, lugar en el cual
se procesa generando una percepcion visual. Sin embargo, y como ocurre en la mayoria de los
sistemas sensoriales, las aferencias retrégradas desde areas superiores (V1) hacia otros nucleos
inferiores (NGL), cobran cada vez mas relevancia durante el procesamiento de los estimulos
visuales (revisado por Cudeiro & Sillito, 2006).

La constante interaccion entre areas corticales y subcorticales a través de las conexiones
establecidas por el bucle talamo-cértico-talamico, convierte la visién en un proceso dinamico, donde
ambas estructuras colaboran continuamente en la interpretacion de la informacion sensorial. Por
ello, las aferencias cortico-talamicas constituyen una de las vias moduladoras mas importantes
existente en el sistema visual (Swadlow, 1983; Sherman & Guillery, 1996)

2.5.1 ESTRUCTURA DEL BUCLE TALAMO-CORTICO-TALAMICO

En primates, el NGL envia aferencias a la capa 4 de la corteza visual, como hemos
mencionado anteriormente. Estas aferencias forman 3 vias diferenciadas y paralelas de flujo de
informacién, de manera que los axones provenientes de las capas parvocelulares y los de las capas
magnocelulares, llegan a diferentes regiones de la capa 4 de la corteza visual primaria (Fig. 2.8).
Ademas, dichos axones envian colaterales, también de forma estratificada, a la capa 6 de la
corteza, desde donde parten aferencias de regreso hacia el NGL, cerrando el bucle talamo-cértico-
talamico (Fig. 2.8).

De hecho, en primate (Fitzpatrick et al., 1994; Lund et al., 1975), asi como en otras especies
como el gato (revisado por Cudeiro & Sillito, 2006), diversos estudios anatdmicos vy
electrofisioldgicos, han determinado que las aferencias cértico-talamicas parten exclusivamente de
esta capa 6 cortical, si bien existen multiples diferencias entre ambas especies. EI NGL del macaco
presenta una mayor segregacion a nivel funcional (Ichida & Casagrande, 2002), la cual se mantiene
a lo largo de todo el bucle tdlamo-cértico-talamico, siendo la gran mayoria de las aferencias que
recibe el tdlamo provenientes de V1 (Updyke, 1975), y tan sélo algunas, de areas extraestriadas.
Sin embargo, en el gato, existen un mayor nimero de proyecciones del diferentes &reas corticales
(17, 18 y 19), y también fuertes aferencias hacia areas extraestriadas.

Las aferencias talamicas a la corteza desde las células magnocelulares, establecen sinapsis
en la subcapa 4Ca de V1, mientras que las células parvocelulares sinaptan en la capa 4CB. En el
caso concreto del macaco, asi como en otras especies, las células de tipo koniocelular envia
aferencias a capa 1y a capa 4A (Briggs & Usrey, 2009a, 2011). Estas aferencias también envian
colaterales a capa 6 de la corteza, siendo la diana de las células parvocelulares la parte superior de
la misma, mientras que las colaterales de las células magnocelulares sinaptan en la subcapa
inferior.

En el caso del primate, las neuronas cértico-talamicas son un pequefio porcentaje del total
de neuronas corticales, encontrandose ubicadas exclusivamente en estas dos subcapas, sin existir
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en la zona intermedia (Lund & Boothe, 1975; Hendrickson et al., 1978; Fitzpatrick et al., 1994). En
otras especies como el gato, el numero de neuronas coértico-talamicas es superior y su distribucion,
diferente, de manera que, por ejemplo, desde la zona inferior de capa 6, parten fuertes aferencias al
claustrum (Usrey & Fitzpatrick, 1996). Sin embargo, en primate, en la parte mas inferior de capa 6,
existe un grupo de neuronas cortico-taldmicas que probablemente envian aferencias al pulvinar
(Conley & Raczkowski, 1990; Bourassa & Deschenes, 1995; Usrey & Fitzpatrick, 1996; Van Horn &
Sherman, 2004).

En relacion con la segregacion funcional en el bucle talamo-cértico-talamico, y como se
explicd en el apartado anterior, estudios recientes (Briggs & Usrey, 2007, 2009, 2011) han
determinado la existencia de tres tipos de neuronas cortico-talamicas de caracteristicas semejantes
a las neuronas talamicas, que se encontrarian situadas en diferentes regiones de la capa 6 de la
corteza, de manera que las conexiones hacia el talamo mantendrian el patrén de estratificacion de
la informacion en vias paralelas observado en las aferencias talamicas. De la subcapa superior de
capa 6, que contiene neuronas del grupo 2 (descrito previamente, y equivalente al tipo parvocelular
talamico), parten axones que establecen conexiones en las capas parvocelulares del NGL, mientras
que las aferencias de la subcapa inferior, con neuronas del tipo 1, sinaptan en las capas
magnocelulares (Fitzpatrick et al., 1994; revisado por Briggs & Usrey, 2011).

Un pequefio porcentaje de neuronas corticotalamicas envian aferencias Unicamente a
capas koniocelulares, y otro pequefio grupo establece conexiones conjuntamente en capas
koniocelulares del NGL y en las capas P y M (Fitzpatrick et al., 1994; Usrey & Fitzpatrick, 1996;
Ichida & Casagrande, 2002).

12/3 Fig. 2.8 Representacion de las aferencias
talamicas hacia las diferentes capas de la corteza

P> < > <& - visual primaria, diferenciadas segun los 3 tipos
i celulares presentes en el NGL. A la derecha, en
.), i/ M L4Cq color verde, se representan las aferencias desde
p N Lacp las capas parvqcelulares, y a la izquierda, en azul,

4 las correspondientes a las capas magnocelulares.

%\ Ambos tipos celulares envian aferencias a la capa

LS 4A de la corteza, asi como a la capa 4C, aunque en
ésta Ultima, lo hacen a zonas diferentes. Las

e & L6 células parvocelulares envian sus aferentes a la
"<§\\ subcapa 4Cp, mientras que el tipo magnocelular lo
hace a la subcapa 4Ca. En ambos casos, las
aferencias envian colaterales a capa 6, existiendo
:ﬂc’;‘g;"sg!ﬁ:ﬁ;r también una segregacion espacial para las zonas
Konlesllulr en la cual sinaptan (tipo parvocelular, zona superior
de la capa, tipo magnocelular, zona inferior). Por

Ultimo, a la derecha del gréfico, se representan las
aferencias a capa 2/3 de las células de tipo
koniocelular, en gris (Adaptado de Thomson, 2010).
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Ademas de la clara evidencia de que las neuronas cértico-talamicas de las subcapas
superior e inferior de capa 6 de la corteza pertenecen a vias diferentes de procesamiento de
informacidn, existen mas indicios que corroboran el mantenimiento de una estratificacion funcional a
lo largo de todo el circuito. Los axones de capa 6 sinaptan a nivel local con la capa 4 de la corteza
visual, también de forma estratificada: las neuronas de la parte superior de capa 6 (tipo 2) envian
sus axones a capa 4CB y 4A (dianas parvocelulares) mientras que las neuronas de la subcapa
inferior (tipo 1) mandan sus aferencias principalmente a capa 4Ca (diana magnocelular) (Lund &
Boothe, 1975; Wiser & Callaway, 1996; revisado por Briggs & Usrey, 2011). Por otro lado, mientras
algunas neuronas de capa 6 reciben una cantidad semejante de aferencias desde capa 4Ca y 4Cp,
otras neuronas reciben un nimero de aferencias mucho mayor y de forma indiscriminada desde
cualquiera de las dos capas (Briggs & Callaway, 2001). Todos estos datos corroboran la existencia
de un bucle talamo-cortico-talamico en primate con una clara estratificacién funcional a lo largo de
todo el circuito.

2.6 PATRONES DE DISPARO NEURONAL EN EL NGL

2.6.1 INTRODUCCION

En el NGL existen dos tipos de respuesta neuronal, el modo ténico y las rafagas de bajo
umbral, definidas por el estado de polarizaciéon de la membrana celular, y que estan relacionadas
con la forma en la cual se produce la transmisién de informacién entre el tdlamo y la corteza. En
condiciones de despolarizacion, las células disparan en modo tonico, generando potenciales de
accién individuales de frecuencia variable, mientras que ante estados de hiperpolarizacion de la
membrana, las neuronas responden mediante rafagas de bajo umbral.

La generacion de uno u otro estado de respuesta depende de la activacion de los canales
de Ca?* voltaje dependientes tipo T (los cuales se de-inactivan por una hiperpolarizacién sostenida
de la membrana), generandose una corriente de Ca2* hacia el interior celular (I7), la cual produce
una espiga de calcio de bajo umbral. Si esta espiga tiene la duracion suficiente, genera un conjunto
de potenciales de accidn clasicos de elevada frecuencia, tipicos del disparo en réfaga (Jahnsen &
Llinas, 1984a, b; Steriade & Llinas, 1988).

Durante mucho tiempo, el disparo tonico se considerd la Unica forma fehaciente de
transmision de informacién a la corteza, al ser la predominante durante los estados de vigilia y
actividad, contrariamente a las rafagas, que son mas abundantes durante el suefio, la anestesia e
incluso ciertas patologias neurofisiologicas (Steriade & McCarley, 1990; Steriade et al., 1993a, b;
Sherman, 2001). De hecho, en los primeros estudios realizados in vivo, se encontraron rafagas que
aparecian de forma ritmica asociadas al suefio de ondas lentas (Livinsgtone & Hubel, 1981;
Steriade & McCarley, 1990; Steriade et al., 1993b). Al no haber indicios de esta actividad ritmica en
estados de vigilia, se consider6 que estas espigas de bajo umbral quedaban relegadas a estados de
‘desconexion” o no transmision de informacion a la corteza.
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Sin embargo, estudios llevados a cabo posteriormente indican no sélo la existencia de
rafagas en animales despiertos (durante actividad espontanea), sino también durante la transmisién
de informacién a la corteza, determinando una funcidn activa en el procesamiento de la informacion
sensorial previamente al llevado a cabo a nivel cortical (Guido et al., 1992; Guido and Weyand,
1995; Mukherjee and Kaplan, 1995; Sherman, 1996; Reinagel et al., 1999; Edeline et al., 2000;
Ramcharan et al., 2000).

En los nucleos talamicos de todas las especies animales estudiadas hasta el momento, se
han encontrado células que disparan en rafagas o espigas de bajo umbral (Deschénes & Steriade,
1984; Jahnsen & Llinas, 1984a, b; Hernandez-Cruz & Pape, 1989; McCormick & Feeser, 1990;
Scharfman et al., 1990; Bal et al., 1995, Sherman & Guillery, 2001), sugiriendo que este patron de
disparo neuronal posee una funcidén concreta y relevante en la transmision de informacion, al
mantenerse constante su existencia a nivel interespecifico.

En los ultimos afios, la hipdtesis lanzada inicialmente por Francis Crick (1984) desde unos
postulados puramente tedricos, denominada “searchlight’, y desarrollada posteriormente por Murray
Sherman (Sherman, 1996, 2001, 2007; Sherman & Guillery, 2002, 2006), ha ido cobrando cada vez
mas fuerza respecto al papel de las rafagas en el procesamiento de la vision.

Esta hipdtesis postula que el tdlamo es la puerta de entrada de la informacion visual a la
corteza, y que en él, las rafagas actian detectando estimulos novedosos y centralizando la atencion
cortical en los mismos, actuando como una “llamada de atencién” para la corteza.

2.6.2 TIPOS DE DISPARO NEURONAL EN EL NGL

Definir un potencial de accion ténico es relativamente sencillo, ya que estos se
corresponderian con los potenciales de accidén conocidos como clasicos o convencionales,
producidos por la permeabilidad selectiva de la membrana celular, mediante canales voltaje-
dependiente, para los iones Na* y K*, generando una despolarizacion de la membrana seguida de
una hiperpolarizacién de la misma, para regresar de nuevo a un estado de equilibrio (potencial de
reposo 0 membrana).

La generacion del potencial de accion clasico fue descrita en los afios 50 por Hodgkin y
Huxley (1952), como resultado de una serie de brillantes experimentos realizados en el axén gigante
de calamar. El potencial de reposo de la membrana de una neurona de proyeccién talamica en
mamiferos es de -65/-70 mv, como resultado de la separacion de cargas iénicas a ambos lados de
la membrana. Cuando la neurona es estimulada, la membrana se despolariza y responde mediante
potenciales de acciéon individuales con una frecuencia y duracion proporcionales a las
caracteristicas del estimulo.

Ademas de la conductancia a los iones Na* y K*, la conductancia de bajo umbral al Ca2* es
la més importante en las células de proyeccion talamicas, y de hecho, el mecanismo subyacente a
las rafagas tiene su origen en dicha conductancia y en la corriente Irasociada a la misma (Fig. 2.9).
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Las rafagas de bajo umbral se generan cuando la corriente I se encuentra de-inactivada,
para lo cual es preciso que se produzca una hiperpolarizacion previa de la membrana de una
duracién minima de 50 ms. Por el contrario, durante la respuesta tonica, It se encuentra inactivada
debido al estado de despolarizacion de la membrana, impidiéndose la entrada de calcio al interior
celular y generandose potenciales de accidn convencionales (Ramcharan et al., 2000; Gutierrez et
al., 2001).

LA ESPIGA DE CALCIO DE BAJO UMBRAL
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Fig. 2.9 Representacion del mecanismo celular de generacién de una espiga de calcio de bajo umbral. 1)
Representacion de canal T (canal de Ca%) cerrado, al igual que los canales de K* 2) Apertura del canal T por
hiperpolarizacion de la membrana celular, durante al menos 50 ms y generacion de la corriente It 3) Inactivacion
del canal T por despolarizacion de la membrana plasmatica y apertura de los canales de K* para devolver el
potencial de membrana a su valor en reposo 4) Canal T inactivado y cerrado. Potencial de membrana en reposo
(Adaptado de Sherman & Guillery, 2006)

Para que los canales de calcio voltaje dependientes se de-inactiven y por tanto puedan ser
funcionales, es precisa una hiperpolarizacion de la membrana de al menos 50 ms, permitiendo la
entrada de iones calcio al interior celular, generando una espiga de calcio de bajo umbral, la cual, al
contrario que los potenciales de accién de Na* y K*, es una espiga lenta, con una duracién de entre
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20 y 50ms (Coulter et al., 1989). La entrada de calcio provoca un estado de despolarizacion en la
membrana de aproximadamente 20-30 mv, lo cual permite la apertura de los canales de Na* y K*
voltaje dependientes, generandose una serie de potenciales de accion convencionales con una
elevada frecuencia de disparo, caracteristica de las rafagas de bajo umbral. Al mismo tiempo, esta
despolarizacion inactiva los canales T de Ca2*, provocando la repolarizacién de la membrana.

Por tanto, una rafaga esta constituida por una espiga de calcio de bajo umbral coronada por
un tren de potenciales de accidn clasicos. En base al mecanismo celular, los patrones temporales
para determinar la presencia de una rafaga, son un minimo de dos espigas consecutivas,
precedidas de un silencio de al menos 50 ms, y con un maximo de 6 ms entre espigas (ISI ¢
intervalo entre espigas, del inglés “inter spike interval’) (Ramcharan et al., 1999; Gutierrez et al.,
2001).

Estos criterios son definidos como “liberales” (Weyand et al., 2001), frente a aquellos mas
restrictivos, que se corresponderian con 100 ms de silencio previo y un maximo de 4 ms ISI (Lu et
al., 1992; Lu et al., 1993; Guido et al., 1995; Guido & Weyand, 1995; Ramcharan et al., 2000). Sin
embargo, varios trabajos (Ramcharan et al., 2000; Weyand et al., 2001) consideran el intervalo de
50 ms previo a la generacién de la rafaga como suficiente, al existir una estrecha y compleja
relacion entre el grado de hiperpolarizacion de la membrana y el tiempo necesario para permitir la
generacion de la corriente de calcio, de manera que para generarse la corriente |t se ha de superar
una tasa minima de despolarizacién en funcién del tiempo (dV/dt) (Gutierrez et al., 2001).

La clasificacion de las espigas en tonicas o rafagas en registros extracelulares con los
parametros utilizados (‘“liberales”), supone la posible inclusion de espigas de alto umbral (Guido et
al., 1992; Swadlow & Gusev, 2001; Rivadulla et al., 2003) o la posible pérdida de espigas en rafaga
al ser consideradas ténicas, al no poder observar directamente cambios en el potencial de
membrana asociados a la corriente de calcio de bajo umbral (It). Aun asi, estos posibles errores no
modificarian cualitativamente los resultados, variando de forma no significativa los resultados
cuantitativos.

De hecho, Lu y colaboradores (1992) determinaron mediante experimentos con registros
intracelulares en el gato que, utilizando parametros restrictivos para la deteccion de rafagas de bajo
umbral (100 ms de silencio previo), el 100% de las rafagas de bajo umbral eran clasificadas como
tales, mientras que tan sélo un 1,4% de las rafagas de alto umbral (HT, del inglés high threshold) se
incluian como rafagas de bajo umbral. Aplicando los criterios “liberales” (50 ms de silencio previo),
los resultados eran idénticos para las rafagas de bajo umbral, detectandose el 100% de las mismas,
mientras que se incluia un 1,9% de las HT como de bajo umbral.

En nuestros experimentos, salvando las diferencias cuantitativas, los resultados obtenidos
en los analisis fueron semejantes independientemente de los criterios adoptados. Con los
denominados parametros liberales, los cuales fueron adoptados finalmente (un silencio previo de 50
ms, un minimo de dos espigas consecutivas y un méaximo de 6 ms de ISl) son consecuentes con los
obtenidos en estudios previos realizados utilizando el mismo tipo de criterio (Ramcharan et al.,
2000).
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2.6.3 PROPIEDADES Y FUNCIONES DE LA RESPUESTA CELULAR
TALAMICA

En las células de relevo del NGL, se generan tanto rafagas como espigas ténicas durante la
actividad visual espontanea y en respuesta a un estimulo (Fig. 2.10), si bien, cuantitativamente
hablando, la respuesta en rafagas es inferior a la respuesta ténica (McCarley et al., 1983;
Ramcharan et al., 2000; Swadlow & Gusev, 2001; Massaux & Edeline, 2003), aunque no por ello
carece de importancia funcional. De hecho, numerosos estudios confirman la relevancia de ambos
modos de respuesta en el procesamiento visual durante la vigilia (McCarley et al., 1983; Guido et
al., 1992; Guido & Weyand, 1995; Nicolelis et al., 1995; Ramcharan et al., 1999, 2003; Sherman &
Guillery, 2006).
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Fig. 2.10 Registro electrofisioldgico unitario y extracelular de una célula de relevo talamica (parvocelular y ON) en
mono despierto, mostrando un fragmento de la respuesta tras la aparicién de un estimulo visual. De abajo a
arriba:1) Registro electrofisioldgico crudo; 2) Canal representando unicamente las espigas (separadas del ruido);
3) Representacion de canales de marcas temporales, tras la conversion de las espigas en tiempos. Canal de
marcas temporales para las rafagas y para el disparo ténico, respectivamente. Enmarcado en el recuadro rojo, se
encuentran las 3 espigas que en este caso constituyen la rafaga inicial que aparece tras la presentacién del
estimulo visual, seguida del disparo tonico.

La diferencia en la proporcion de espigas de ambos tipos estd relacionada con la funcion
que cada modo de disparo desempefia en la transmisién de informacion a la corteza visual. Por sus
caracteristicas (las cuales explicaremos a continuacion), se ha sugerido que las rafagas de bajo
umbral desempefian un papel como detectoras de estimulos novedosos o de cambios en el campo
visual, mientras que el disparo ténico seria el encargado de un procesamiento detallado de los
distintos elementos de la imagen posteriormente a su aparicion (Sherman & Guillery, 2006).

26



INTRODUCCION

La primera diferencia que encontramos entre ambas respuestas es la distribucion de las
espigas ante un estimulo. Las rafagas de bajo umbral aparecen inmediatamente después de la
presentacion del estimulo, desapareciendo a continuacion (en una media de 100 ms), seguidas del
disparo ténico el cual se mantiene durante todas la presencia de dicho estimulo. En la figura 2.10,
se muestra un registro extracelular en el cual se observa la respuesta de una célula talamica ante
un estimulo (figura geométrica). Se aprecia la generacion de una rafaga (en la figura en el recuadro
rojo) seguida del consecuente disparo tonico que se mantiene durante un mayor periodo de tiempo
(s6lo se muestra parte del tiempo de respuesta tonica al estimulo).

Las rafagas presentan una mejor relacion sefial-ruido durante la respuesta visual,
considerandose como “sefial” la respuesta a un estimulo y “ruido” la actividad espontanea. Durante
ésta ultima, los niveles basales de réfagas son muy inferiores al numero de espigas tonicas (ver
figura 2.11, C y D), por lo que, aunque ambas respuesta aumentan de forma pronunciada ante la
aparicion del estimulo, el ratio sefial-ruido de las réfagas se optimiza respecto al de las espigas
ténicas (Guido et al., 1995).
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40 Spontaneous Activity Guillery, 2002)
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Esta caracteristica se ha interpretado como una mayor fiabilidad en la transmision de
informacién hacia la corteza, y por tanto en que una célula en “modo rafaga” es mas eficaz a la hora
de detectar un estimulo. Ciertos estudios basados en la teoria de deteccion de sefales, los cuales
analizan la capacidad de una célula para detectar estimulos sobre un fondo “ruidoso”, corroboran
esta hipotesis (Green & Swet, 1966; Macmillan & Creelman, 1991).

Una tercera caracteristica que diferencia ambos modos de disparo neuronal, es la linealidad
en la respuesta. Por linealidad, estrictamente hablando, y refiriéndonos a las propiedades de los
campos receptores, se entiende que la respuesta a dos 0 mas estimulos presentados de forma
individual puede ser sumada de forma lineal, y la respuesta total sera igual a la evocada por la
presentacion simultanea de esos dos 0 mas estimulos (Sherman & Guillery, 2006). Normalmente,
esta caracteristica se analiza utilizando un enrejado sinusoidal, y analizando las respuestas
mediante técnicas de Fourier (Guido et al., 1992, 1995). En la figura 2.11 (C y D), se observa la
respuesta tonica y en rafagas ante un enrejado de este tipo.

A medida que el estimulo cambia de contraste en el tiempo con un perfil sinusoidal, la
respuesta celular deberia ser también sinusoidal, tal y como ocurre con el modo ténico (Fig. 2.11C).
Sin embargo, las rafagas muestran una respuesta transitoria, no sinusoidal, lo cual esta relacionado
con el hecho de que, la respuesta en rafaga, es semejante independientemente de la amplitud o
duracién del estimulo, siempre y cuando éste alcance el umbral de activacion (Zhan et al., 1999).

También existen diferencias entre ambos modos de respuesta respecto a la sincronizacion
temporal ante estimulos en movimiento. Experimentos llevados a cabo en el NGL del gato muestran
que, ante la presencia de enrejados sinusoidales, el disparo tonico responde a las diferentes
frecuencias temporales, tanto bajas, como medias y altas, presentando cada célula un 6ptimo de
respuesta para una frecuencia determinada. En el caso de las réfagas, existe una preferencia
generalizada a ciertas frecuencias espaciales, alrededor de los 4 Hz, disminuyendo la respuesta
por debajo y por encima de estos valores (Mukherjee & Kaplan, 1995). Esta preferencia por
frecuencias temporales medias indica que las rafagas responden mejor ante cambios repentinos de
los estimulos presentes en el campo visual, y que por tanto, son peores detectoras cuando nos
encontramos ante modificaciones graduales de las caracteristicas de los mismos.

En vista de las diferentes caracteristicas mostradas, las rafagas se perfilan como 6ptimas
detectoras de estimulos, debido a que presentan un ratio sefial-ruido optimizado lo cual confiere
maxima eficacia en la transmision de informacién a la corteza, asi como una respuesta maxima ante
frecuencias de estimulacion medias (4 Hz), respondiendo débilmente ante estimulos lentos o con
cambios progresivos, y presentando una respuesta maxima inmediatamente después de la
aparicién del estimulo.

Las espigas tonicas, sin embargo, son las encargadas de un procesamiento posterior y
detallado de la informacién, respondiendo de forma proporcional ante diversas frecuencias y
respondiendo de forma lineal ante las caracteristicas de los estimulos.
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2.6.4 FUNCION DEL CIRCUITO TALAMO-CORTICO-TALAMICO
EN EL PROCESAMIENTO VISUAL

La via visual constituye un sistema de transmision de informacién dindmico, en el cual el
talamo y la corteza interaccionan continuamente durante el procesamiento visual. La idea de que la
transmision de informacion se produce linealmente desde la retina al tdlamo, y de éste a centros
superiores siguiendo una escala jerarquica unidireccional, ha quedado obsoleta.

Una caracteristica del sistema visual es la transmision de informacion en vias paralelas
desde la retina hasta el talamo y de éste a la corteza. Las principales aferencias que recibe el NGL
son las provenientes de la retina, en las cuales existe una segregacion de la informacion en las vias
parvocelular y magnocelular, constituidas por tipos celulares con caracteristicas fisiologicas
distintas, y que transmiten a la corteza sefiales visuales diferentes. Estudios recientes (Briggs &
Usrey, 2009, 2011) determinan que esta segregacion de la informacion no sélo se mantiene en la
via ascendente desde la retina al talamo y de éste a la corteza, sino que las aferencias retrégradas
desde V1 hacia el NGL, también mantienen una estratificacion determinada.

Las aferencias taldmicas en primates llegan a la capa 4 de la corteza visual primaria (Lund
et al., 1975; Conley & Raczkowski, 1990; Fitzpatrick et al., 1994; Ichida & Casagrande, 2002),
desde la cual parten conexiones retrogradas de nuevo hacia el NGL, y simultineamente, se envian
colaterales hacia capas superiores (capa V) de la propia corteza visual. Este conjunto de aferencias
y eferencias constituyen el circuito tdlamo-cértico-talamico.

El numero de las aferencias corticales sobre el NGL es superior al de las conexiones
provenientes de la retina (Guillery, 1969; Erisir et al., 1997a, b), y, actualmente, se consideran de
gran relevancia funcional, a pesar del bajo numero de neuronas cortico-talamicas presentes en la
capa 6 de la corteza (aproximadamente el 14% del total existente en macaco), y de que estas
aferencias son moduladoras y no principales, como las aferencias retinianas (Fitzpatrick et al.,
1994).

De hecho, numerosas caracteristicas de las neuronas cortico-talamicas determinan que
esta via sea moduladora, como por ejemplo, la estructura de sus campos receptores. Estos son muy
diferentes a los existentes en el NGL, ya que, por ejemplo, son alargados y con preferencia respecto
a la orientacion y direccién, lo que sugiere una influencia sobre las células de proyeccion taldmicas
muy distinta a la que ejercen las conexiones retinianas, responsables de la estructura tipica en
centro-periferia  (Sherman & Guillery, 2006). Otras caracteristicas que confieren a la via cortico-
talamica una naturaleza moduladora es que activan receptores metabotropicos (ademas de
ionotrépicos), o el didmetro de sus axones, inferior al de las aferencias principales (Sherman &
Guillery, 1998, 2004). Sin embargo, las conexiones corticales en el talamo son robustas, y las
neuronas taldmicas reciben mas aferencias a nivel individual desde V1 que desde la retina (Guillery,
1969; Erisir et al., 19973, b).
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Existen distintos efectos de la via cortico-talamica sobre la actividad del NGL, los cuales se
agrupan bajo dos tendencias principales: la modulacién de los campos receptores celulares del NGL
(Murphy & Sillito, 1987; Jones et al., 2000; Rivadulla et al., 2002; Allito & Usrey, 2008) o la
optimizacién de la transmision de informacién visual desde el NGL hacia la corteza (revisado por
Briggs & Usrey, 2008). En ambos casos, una caracteristica fundamental de V1 para llevar a cabo la
modulacién de la actividad talamica es la organizacion retinotépica de la informacién sensorial.

De esta manera, células contiguas en la retina, reciben informacién de puntos adyacentes y
envian la informacién a células talamicas también contiguas. Tanto el NGL como la corteza visual
organizan las sefiales recibidas formando mapas topogréficos con una clara organizacion espacial.
(Cudeiro & Rivadulla, 2002). La importancia de la organizacion retinotdpica de la corteza visual esta
relacionada con el término “seleccion egocéntrica”, el cual surge a raiz de ciertos estudios llevados
a cabo en el sistema auditivo (Suga & Ma, 2003; Wu & Yan, 2007; Zhang & Yan, 2008) o
somatosensorial (Krupa et al., 1999; Ghazanfar et al., 2001; Temereanca & Simons, 2004; Li &
Ebner, 2007), y que posteriormente se extendieron al sistema visual, confirmando observaciones
anteriores (Murphy & Sillito, 1987; Jones et al., 2000; Rivadulla et al., 2002; Webb et al., 2002; Nolt
et al., 2007). Estos estudios (aplicados concretamente a la via visual) determinaron que las
aferencias corticales hacia el NGL refinan la estructura del campo receptor de las neuronas
taldamicas a las que proyectan, aumentando la actividad de aquellas que muestren las
caracteristicas preferidas de su entrada cortical, y disminuyendo la actividad de las no Optimas
(Zhang & Suga, 2000).

Las restantes teorias postulan que la via cértico-talamica optimiza la fiabilidad de la
transmision de informacién visual desde el NGL, al aumentar la intensidad (Briggs & Usrey, 2008) y
precision de la respuesta de las mismas a estimulos visuales (McClurkin et al., 1994; Funke et al.,
1996; Sillito & Jones, 2002; Andolina et al., 2007; de Labra et al., 2007).

Otro importante efecto de las aferencias corticofugales es la de promover cambios en el
patron de respuesta de las neuronas de proyeccion talamicas. Ya en 2001, Wang y colaboradores
realizaron una serie de experimentos demostrando que la supresion de la via cortico talamica
mediante un antagonista del receptor de GABAg aplicado por iontoforesis sobre las neuronas de
capa 6 de la corteza, y por lo tanto afectando a un &rea muy restringida, generaba un cambio de
respuesta celular en el NGL, indicando un control o modulacion cortical sobre la respuesta talamica.
Estudios posteriores determinan la capacidad de la via cértico-talamica para cambiar el tipo de
respuesta en el NGL. Si bien los mecanismos subyacentes a este efecto son bastante complejos,
éstos dependen de la activacion de receptores metabotropicos e ionotropicos en las sinapsis de las
celulas de relevo talamicas, asi como en interneuronas inhibidoras.

La corteza, ademas, establece contactos sinapticos con interneuronas del propio NGL y del
nucleo perigeniculado, con diversos y complejos efectos excitatorios e inhibitorios (Landisman &
Connors, 2007; Cruikshank et al., 2010; Lam & Sherman, 2010). Es preciso indicar que, a su vez,
V1 recibe eferencias provenientes de otras areas corticales, como puede ser el area MT (Sillito et
al., 2006), las cuales podrian estar afectando a la actividad talamica a través de la via cortico-
taldmica, y que deben tenerse en cuenta.

Por otro lado, se ha determinado que la intensidad de respuesta en el NGL aumenta ante la
atencion directa hacia un estimulo, existiendo evidencias de la importancia de la misma en las
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respuestas visuales del talamo, tanto en humanos como en primates (O Connor et al., 2002;
McAlonan et al., 2008). La influencia atencional en V1 ha sido ampliamente estudiada y
documentada (Motter, 1993; Luck et al., 1997; Watanbe et al., 1998; Brefczynski & DeYoe, 1999; Ito
& Gilbert, 1999; Somers et al., 1999; Ress et al., 2000; Marcus & Van Essen, 2002; McAdams &
reid, 2005; Chen et al., 2008), por lo que podria producirse un aumento de la respuesta taldamica
como consecuencia de un efecto atencional, a través de la modulacion ejercida por la via crtico-
talamica.

Por tanto, la estrecha relacién entre la actividad cortical y talamica es patente, formando
complejas interacciones con otras areas corticales mas alejadas, vias moduladoras al propio NGL y
al Nucleo Reticular Talamico, lo que constituye, en definitiva, el bucle talamo-cértico-talamico.
Ambas estructuras, corteza y NGL, participan de forma activa en el procesamiento de informacion
visual, siendo el punto crucial del debate el grado en que la corteza controla la transmision de
informacion desde el NGL (Steriade et al., 1993a, b; Sherman, 2001).

2.7 ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL (EMT)
2.7.1 INTRODUCCION

En 1980, Merton y Morton desarrollaron una técnica capaz de estimular &reas motoras del
cortex cerebral a través del craneo intacto aplicando una corriente eléctrica de elevada intensidad. A
esta técnica capaz de generar una respuesta muscular a partir de un pulso de corriente la
denominaron Estimulacién Eléctrica Transcraneal (EET). Se abrié entonces un inmenso abanico de
posibles aplicaciones de dicha técnica en estudios neurofisioldgicos y neuropatoldgicos, pero la EET
presentaba un importante problema: era una técnica cuya aplicacion resultaba dolorosa.

En 1985, Barker demostro que la generacion de un campo magnético permitia la induccion
de una corriente eléctrica de caracteristicas semejantes a la generada por la estimulacion eléctrica,
con la ventaja de resultar practicamente indolora. Surgi6é asi a mediados de los afios 80 la técnica
conocida como Estimulaciéon Magnética Transcraneal (EMT).

La EMT es una técnica no invasiva ni dolorosa basada en el principio de induccion
electromagnética, que aplicado al sistema nervioso, explica el hecho de que un pulso de corriente,
con intensidad y duracion suficientes, que atraviesa una bobina situada sobre el craneo, induce un
campo magnético que puede modificar brevemente la actividad neuronal en el area de la corteza
cerebral sobre la cual se aplique, al generar una despolarizacion de la membrana celular por
induccién de una corriente ionica (Barker, 1985).

Los primeros estudios aplicados en los cuales se utilizé la EMT se desarrollaron en corteza
motora, donde los efectos eran facilmente observables, estudiando las propiedades excitadoras de
la aplicaciéon de EMT sobre el sistema motor (Baker, 1985). Posteriormente, la EMT se ha utilizado
en numerosos campos de la Neurociencia, entre los que se encuentra el estudio del sistema visual,
objeto del presente trabajo.
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2.7.2 APLICACIONES DE LA EMT EN EL ESTUDIO DEL SISTEMA
VISUAL

Los avances y aplicaciones de la EMT al estudio del sistema visual no han dejado de
desarrollarse durante el ultimo siglo. La EMT aplicada a la corteza occipital puede promover
multiples alteraciones en la via visual, como la generacion de fosfenos, descubiertos por d’Arsonval
(1896) al aplicar un campo magnético sobre el sistema nervioso.

Los fosfenos son destellos luminosos originados por la estimulacién del cortex occipital, y
por tanto producidos sin estimulacién luminosa de la retina, que se extienden desde la posicion de la
fovea hasta uno de los hemicampos visuales (Merabet et al., 2003).

Otro de los efectos de la aplicacion de EMT sobre el sistema visual es la generacién de
escotomas. El escotoma es una zona de ceguera parcial generada al aplicar EMT a la frecuencia e
intensidad apropiada en la corteza occipital. En 1989, Amassian y colaboradores realizaron unos
experimentos de gran importancia para la aplicacién de EMT en el sistema visual, basédndose
precisamente en este fendmeno. El experimento consistia en que un grupo de sujetos identificase
una serie de letras que aparecian de forma aleatoria en una pantalla, aplicando tras la aparicion del
estimulo pulsos de EMT a frecuencias subumbrales. Los resultados del experimento demostraron
que, si el pulso era aplicado en un intervalo de tiempo menor a 40-60 ms 6 mayor de 120-140 ms
tras la aparicion del estimulo, la EMT no afectaba a la resolucién de la tarea. Sin embargo, si el
pulso era aplicado entre los 60 y los 120 ms posteriores a la aparicion del estimulo, los sujetos eran
incapaces de determinar qué letra les mostraban (Amassian et al., 1989). Estudios posteriores
(Corthout et al., 1999b) determinaron un tercer intervalo temporal en el cual existia supresion en la
transmisién del estimulo visual, por debajo de 30 ms, coincidente con la llegada de informacion
visual a la corteza.

Otros estudios revelan la importancia de las aferencias retrogradas en el sistema visual,
como el estudio llevado a cabo en el area MT/V5, donde la aplicaciéon de TMS genera la aparicion
de un fosfeno, el cual puede ser eliminado si en un intervalo de 5 a 45 ms se aplica un pulso
electromagnético sobre V1 (Pascual-Leone & Walsh, 2001).

Numerosos y variados experimentos muestran las enormes posibilidades que la aplicacién
de esta técnica tiene para el estudio de la actividad nerviosa. En funcién de los parametros elegidos
para la estimulacion, el efecto de la EMT sobre el sistema visual puede ser excitador o inhibidor.
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2.7.3 FACTORES DETERMINANTES EN LA APLICACION DE EMT

La EMT se puede utilizar tanto para estimular como para inhibir la actividad neuronal de los
sistemas motores y sensoriales. Las variables mas importantes a tener en cuenta en el momento de
aplicar EMT son cuatro: Intensidad del campo magnético generado, frecuencia de estimulacion, el
tiempo de aplicacion y la forma y disposicidn de la bobina utilizada durante la estimulacién (Chen et
al., 1997; Pascual-Leone et al., 1998; Touge et al., 2001).

A. FRECUENCIA

En base a la frecuencia de estimulacién, existen diferentes protocolos de aplicacién de la
EMT. Asi, diferenciamos la estimulacion simple (EMT), la estimulacion repetitiva (EMTr) y la
estimulacién por pulsos pareados (EMTpp). Como su propio nombre indica, en la EMT simple, se
aplica un unico pulso a baja frecuencia (frecuencia inferior a 1 Hz), utilizandose, a menudo, en
estudios del sistema nervioso periférico (Barker, 2002).

La EMT por pulsos pareados se basa en la emision de dos pulsos consecutivos, de manera
que variando el tiempo entre sendos pulsos y la intensidad de los mismos, podemos obtener un
efecto inhibidor o excitador (Kujirai et al., 1993).

La EMTTr, protocolo utilizado en el presente trabajo, consiste en la aplicacion de trenes de
estimulos sobre la corteza, a altas o bajas frecuencias durante periodos de tiempo breves (que
oscilan normalmente entre 3 y 15 minutos en funcién de la intensidad de corriente), y que generan
un efecto transitorio sobre la actividad neuronal del area estimulada de duracién variable. La EMTr
puede generar un efecto excitador o inhibidor sobre la actividad neuronal en funcion de la frecuencia
de estimulacién utilizada. EI limite entre inhibicién-excitacion se establece en valores de frecuencia
de 5 Hz, generédndose un efecto inhibitorio a frecuencias inferiores a este valor, y excitador a
frecuencias superiores (Pascual-Leone et al., 1994; Chen et al., 1997; Berardelli et al., 1998; Maeda
etal., 2000a, b; Muellbacher et al., 2000).

B. INTENSIDAD DE LA ESTIMULACION MAGNETICA

Otro factor importante a tener en cuenta es la intensidad a la cual se produce la
estimulacion magnética sobre el area cortical. Utilizando los datos proporcionados por el fabricante
del estimulador (http://www.magstim.co.uk), y basandonos en estudios previos llevados a cabo con
protocolos semejantes (Chen et al., 1997; Kosslyn et al., 1999), calculamos que el campo magnético
generado fuede 1,5T.
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C. LUGAR DE ESTIMULACION

La bobina se situé apoyada sobre el cuero cabelludo del animal, coincidiendo con el area
donde se encuentra la corteza occipital, haciendo coincidir el punto de interseccion de los dos
elementos de la bobina en forma de ocho con el punto central de la corteza visual en ese
hemisferio.

Durante las primeras sesiones, se realizaron varios registros de prueba para comprobar la
correcta ubicacion de la bobina, determinando dénde se producia el maximo efecto sobre la
actividad observada en el NGL y marcando dicha posicion para posteriores sesiones de
experimentacion.

La bobina se mantuvo con un angulo de 45° de inclinacion gracias al soporte de un brazo
articulado, el cual la sostenia inmavil durante las sesiones de estimulacion y registro (Fig. 2.12).

Fig. 212 Esquema de la bobina
sobre la corteza occipital del primate
(Macaca mulatta)

D. TIPO DE BOBINA ELECTROMAGNETICA

Para la aplicacion de EMT, se emplea una bobina electromagnética, la cual es una espiral
de cobre recubierta de un material aislante, que se apoya en la cabeza del primate coincidiendo con
la zona ocupada por la corteza occipital. Un pulso eléctrico aplicado a la bobina generara un campo
magnético orientado en un plano perpendicular a la misma que, a su vez, inducird un campo
eléctrico sobre la corteza cerebral capaz de modificara la actividad celular del area en cuestion (Fig.
2.13).
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Existen diferentes formas de bobinas que generan campos magnéticos de intensidades y
formas distintas (Fig. 2.14). Principalmente, para los estudios con EMT, se utilizan 2 tipos de
bobinas: redondas y en forma de ocho. Elegimos el modelo en ocho (Fig. 2.14C), el cual esta
compuesto por dos espirales de 25 mm cada una, debido a que permite focalizar el maximo de
intensidad de la corriente eléctrica en un punto concreto: la interseccion entre los dos componentes
de la bobina. Esta bobina es de pequefio tamafio para obtener un campo magnético, y por tanto
eléctrico, de mayor magnitud, y para poder estimular areas mas profundas de la corteza, realizando
un mejor ajuste de la misma sobre la corteza occipital del primate.
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Fig. 2.14 Tipos de bobinas de estimulacion magnética

v
trascraneal. A) Bobina simple. B) y C) Bobinas en %%%ﬁ‘o‘%‘n% l “M'g‘
forma de ocho de varios tamarfios. D) Forma del "@'gﬁ?ﬂ:ﬁ;ﬁt‘g‘%ﬁ,{ "I"" ‘
campo magnético generado por la bobina mostrada en %ﬂ”f% i N
la figura C utilizada en los presentes protocolos de " ,,,.g.'.. g.«h“‘

R

experimentacion. (Adaptado de Reza, J., 1996)
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3. OBJETIVOS

Segun se planted en la introduccién, el papel del tdlamo, y mas concretamente del NGL,
asi como la participacion de las rafagas en el procesamiento activo de la informacidn visual, sigue
siendo un tema abierto a estudio y debate. Con el presente trabajo, se pretende esclarecer la
implicacién de esta estructura en el filtrado o primer anélisis de la informacion visual previamente a
su llegada a la corteza, determinando el papel de los distintos tipos de respuesta neuronal en dicho
procesamiento, partiendo de la hipdtesis de que las rafagas pueden tener una funcién en la
deteccion de estimulos y las espigas tonicas en la codificacion de las propiedades de los mismos.

Por este motivo, se plantean los siguientes objetivos:

e Caracterizacion de los distintos patrones de disparo de las células taldamicas (NGL) en
animales despiertos (Macaca mulatta)

e Estudiar el papel que los distintos componentes de la respuesta (tdnico y rafagas)
desempefan en la transmisién de informacién sensorial hacia la corteza en una tarea de
discriminacion visual

e Determinar un posible efecto de la novedad del estimulo visual en las respuestas, en rafagas
y tonicas, de las células talamicas

Dado que se considera que ciertos procesos como la atencidn, la deteccidn o la novedad de
los estimulos tienen su base neuronal en la corteza cerebral, nos planteamos utilizar EMT
(Estimulacion magnética transcraneal) in vivo para bloquear la salida cortical y asi determinar la
influencia de las aferencias cértico-talamicas sobre los distintos patrones de disparo neuronal
existentes en el NGL, tanto en lo referente a las espigas tdnicas como a las rafagas de bajo umbral,
existiendo un ultimo objetivo:

e Observar si el bloqueo cortical modifica los patrones de disparo observados durante la tarea
de discriminacion visual, y si estas alteraciones tienen efectos sobre el comportamiento en la
resolucion de dicha tarea.
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4.MATERIAL Y METODOS

4.1 ASPECTOS GENERALES

Todos los experimentos se realizaron en dos primates adultos (Macaca mulatta), siguiendo
la normativa de la Sociedad Espafiola de Fisiologia, del International Council for Laboratory Animal
Science, asi como de la Union Europea (Estatuto n® 86/809). Los procedimientos experimentales
fueron aprobados por los Comités Eticos de la Universidad de A Corufia y del Complejo Hospitalario
Universitario de A Corufia (CHUAC).

Los animales fueron comprados a la compafiia R.C. Hartelust BV. (Holanda), y
transportados hasta el animalario de la Unidad de Cirugia Experimental del Complejo Hospitalario
Universitario de A Corufia. El personal veterinario y técnico especializado en el manejo de animales
de experimentacion se encarg6 de la supervision del bienestar de los mismos. Se alojé a los
primates en jaulas disefiadas especialmente para esta especie de macacos, las cuales constan de
un sistema de bebida automatico, que es revisado cada dia. La alimentacion consistié en una dieta
estandar para primates (Harlan) suplementada con fruta, verdura, pasta y frutos secos. La sala se
mantuvo a una temperatura entre 20°C y 26°C, con una humedad relativa entre 45% y 70%,
contando con 15 renovaciones por hora del aire ambiente. El ciclo de luz/oscuridad se mantuvo en
periodos de 12 horas.

Previamente a su entrenamiento para la realizacion de las tareas visuales propias del
protocolo de experimentacion, los animales pasaron un periodo de adaptacion al nuevo entorno de
40 dias. Trascurridos dos dias desde la llegada de los animales al centro, periodo establecido para
la regulacién de ciertas funciones fisioldgicas, se les practicaron diversas pruebas veterinarias
rutinarias para comprobar su correcto estado de salud.

Durante el periodo de acondicionamiento/cuarentena, se aloj6 a los animales en
instalaciones separadas de los restantes animales para evitar una posible contaminacion cruzada

( )
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Una vez trascurrido el tiempo de cuarentena y adaptacion, se procedié al entrenamiento
comportamental del animal, siempre bajo la supervision de equipo veterinario especializado. Los
primates trabajaban 5 dias por semana, de lunes a viernes, durante los cuales estaban privados de
liquidos, que debian obtener mediante la correcta realizacion de la tarea en cada sesién de
experimentacion. Durante el fin de semana, tenian libre acceso al agua. En caso de no haber
obtenido el minimo aporte hidrico diario necesario durante la sesion de trabajo (estimado por los
veterinarios del centro en funcion de las caracteristicas de los primates en aproximadamente 30
mi/kg), se le aportaba la cantidad restante hasta alcanzar dicho minimo al finalizar cada sesién. No
se realizaron modificaciones en la dieta sélida en ningun momento.

La primera parte del entrenamiento consistio en ensefiar al animal a subirse a la silla para
primates (Crist Instruments CA, modelo 1-CCT-21A) en la cual permanecia durante la realizacién de
los experimentos. Se realizaron adaptaciones en la misma, de manera que se modifico la parte
posterior para convertirla en una trampilla deslizante que permitia al animal introducirse
directamente desde su jaula a la silla, evitando estresar al animal, como ocurre al utilizar otros
procedimientos como las barras y collares, que resultan ademés de mayor riesgo para el
investigador.

Una vez superada esta parte del entrenamiento, y cuando el primate estaba ya
acostumbrado a permanecer en el laboratorio, se realiz6 la primera cirugia, en la cual se implanté el
poste de fijacion, que permitia la inmovilizacién de la cabeza del animal durante los experimentos.

4.4.1 ASPECTOS GENERALES

Para posibilitar la realizacién de los registros electrofisiolégicos, a los animales se les
practicaban dos cirugias consecutivas, con un periodo intermedio de dos meses entre una y otra
para permitir la recuperacion completa del animal entre ambas.

En primer lugar, se implant6 un poste de fijacion de titanio (Crist Instruments, ref. 6-HP-X6 )
sobre la superficie del craneo para inmovilizar la cabeza del macaco mediante una mordaza (Crist
Instruments, modelo 6-FHC-S2CD ) durante las sesiones de experimentacion, y posteriormente se
realizd una segunda cirugia para implantar la camara de registro (Crist Instruments, ref. 6-IAC-S )
localizada estereotaxicamente sobre el NGL, a través de la cual y con la ayuda de un
micromanipulador (Narishigue Oil hydraulic micromanipulator, modelo MO-97), se introdujeron los
electrodos de tunsgteno para realizar los registros. Antes de iniciar la intervencion, se realizaron
controles hematol6gicos y bioquimicos, asi como una exploracion general del estado del animal.
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4.4.2 LOCALIZACION DEL NUCLEO GENICULADO LATERAL

Para conocer la localizacién exacta del NGL del primate, previamente a las intervenciones
quirargicas, se le practicd al animal una resonancia magnética que permitia una aproximacion a la
ubicacién de la estructura, ya que, a pesar del uso de atlas estereotaxicos (Snider, 1998,) existe
siempre una variabilidad en la posicién de ésta, debido al peso, tamafio y a las caracteristicas
estructurales propias del animal.

En base a los resultados de la resonancia y a los datos de los atlas esterotaxicos
consultados (Fig. 4.1 y Fig. 4.2), asi como de posteriores datos experimentales obtenidos durante la
investigacion, se determind la posicion del NGL en 9,5 mm lateral desde la linea media y 5,5 mm
posterior desde bregma para el mono 1, y en 11 mm desde la linea media y 6 mm posterior a
bregma para el mono 2. Las camaras de registro se colocaron de manera que el punto central de las
mismas coincida con las coordenadas indicadas, para que la totalidad del NGL esté incluido en el
diametro interno de la camara de registro.

Fig. 4.1 Imagen obtenida mediante
resonancia magnética (IRM). Corte coronal
en un encéfalo de primate adulto (Macaca
mulatta). Los circulos rojos marcan la
posicion estimada del NGL.

Resolucion: 300 pm/pixel
Seccion 77/107
Grosos de la seccion: 400 um

Numero de secciones: 150

© Fig. 4.2 Imagen de un corte coronal de
encéfalo de primate adulto (Macaca
mulatta) obtenida tras una tincion Nissl.
Detalle de la localizacién de ambos NGLs,
en la figura indicados con un circulo rojo.

Fuente: Edward (Ted) Jones/
brainmaps.org/mcs-b-nissl. 24/10/2006.

Resolucién: 0.46 um/pixel
po Seccion 27/32

Grosos de la seccién: 30 um

Numero de secciones: 32
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4.4.3 PREOPERATORIO INMEDIATO: ASPECTOS GENERALES

Se inici6 la preparacion para la cirugia con un periodo de ayuno de 12 horas previas al
momento de la intervencion, en las cuales el animal tenia libre acceso de agua. La jornada previa a
la cirugia, se pesod al animal para calcular con exactitud las dosis de anestesia necesarias. Llegado
el momento de la intervencion, se anestesié al animal en su jaula con medetomidina (0.03-0.05
mg/k) y ketamina (5-7 mg/k) via intramuscular, mezclados en la misma jeringa. Una vez
anestesiado, el primate se traslado a quiréfano, donde se realizd el preoperatorio inmediato.

En primer lugar, se prepar6 la zona quirlrgica, lavandola y a continuacion, rasurandola. Se
colocd al animal en la mesa de operaciones, sobre una manta eléctrica para mantener la
temperatura corporal constante durante la intervencién, empleando un termémetro rectal para
comprobar que dicha temperatura se mantenia dentro de los valores normales durante la cirugia. Se
cateterizd la vena cefalica de uno de los brazos y se coloc6 un pulsioximetro en uno de los dedos
para comprobar la saturacion de oxigeno en sangre y el pulso del primate.

Se realizd la intubacién endotraqueal, para la cual se administré un relajante muscular
(atracurio 0,3-0,5 mg/kg iv), utilizando traqueotubos del numero 3-4 con neumotaponamiento. La
anestesia durante la cirugia se mantuvo con sevoforane (2,5-3,3 %), oxigeno, y ventilacién
mecanica a presion positiva (VT 12 ml/kg, 12-15 rpm). Durante el procedimiento quirurgico, se
mantuvo una perfusion continua de remifentanilo (0.25 ugr/Kg/min) como analgésico, siendo
sustituido al final de la intervencién por buprenorfina s.c., la cual se administré durante tres dias, en
ciclos de 12 horas. La profilaxis antibiética se realizé con cefotaxima cada 24 horas los tres primeros
dias tras la cirugia.

Para la intervencion, se coloco al animal en un soporte estereotéxico para monos (Kopft,
Frame Aseembly, model 1430), y se aplicé lidocaina en las zonas de contacto (orejas y 6rbita
ocular) para evitar cualquier dafio o molestia posterior que se pudiese producir. Se tap6 al animal
dejando al descubierto el &rea en la cual se iba a practicar la intervencion.

4.4.4 CIRUGIA DE IMPLANTE DEL POSTE DE FIJACION

Se inicié la cirugia retirando el tejido epitelial y conjuntivo situado sobre el craneo con un
bisturi cauterizador, dejando el tejido 6seo expuesto. Se marcd el lugar que ocuparia el poste de
fijacion (Fig. 4.3), que se situaba justo por delante de bregma, sobre la linea medial del craneo, y se
procedié a atornillar al craneo del animal una serie de placas y tornillos de titanio de diferentes
longitudes y formas (de 3,5 a 6 mm con un diametro de 2 mm en el caso de los tornillos y de 15 a
25 mm de longitud para las placas, siendo éstas rectas o en Y), cuya finalidad era generar puntos
de agarre para que el cemento dental se adhiriese con mayor eficacia al tejido 6seo formando una
estructura de soporte del poste de fijacion estable y eficaz.
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La colocacion de las placas y tornillos se realiz6 respetando el espacio que debia quedar
libre para implantar, ademas del poste de fijacién, las cdmaras de registro sobre los NGL.

Fig. 4.3 Fotografia de la colocacién
de las placas y tornillos en el craneo
del primate. Sobre el craneo, se
dibujaban  las  posiciones que
ocuparian las camaras de registro
(1), colocadas estereotaxicamente
sobre ambos NGLs, y la posicién en
la cual se situaria el poste de fijacion
(2). Las placas y tornillos poseen
diversas formas y longitudes,
buscando la maxima adaptabilidad al
craneo del primate (3). El tornillo de
mayor longitud (4), sobresalia del
implante una vez puesto el cemento
y se usaria como toma de tierra.

Fig. 4.4 Fotografia del implante
mostrando el poste de fijacion y el
cemento dental que ancla éste al
craneo del primate, previamente a la
realizacion de la segunda cirugia en
la cual se implanta la camara de
registro, levantando el fragmento
situado sobre uno de los dos NGLs.

(1) Poste de fijacion de titanio,
Crist Instruments.
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Una vez colocados los tornillos, se coloco el poste de fijacion, y se aplicd entonces el
cemento dental (Durabay reliance) en finas capas cubriendo toda la superficie 6sea, hasta que los
tornillos quedaban completamente embebidos en el cemento y el craneo poseia un armazén de
gran consistencia rodeando el poste de fijacion (Fig. 4.4).

Se suturd el tejido conjuntivo y epitelial, cubriendo, en la medida de lo posible, la estructura
de cemento dental. Se desentubd al animal dejandolo en quiréfano hasta que despertaba y
mostraba signos de actividad normal. En ese momento, se trasladé al primate al animalario donde
se mantenia en observacion hasta la recuperacion completa sus funciones.

Trascurrido un mes desde esta primera cirugia, y una vez comprobado que no existia
rechazo del implante por parte del tejido 6seo, y que el animal estuviese adaptado al mismo, se
entrend al animal para realizar la fijacién visual (ver apartado 4.5.3 y siguientes). Una vez
alcanzados los objetivos de la fijacion (2 segundos de fijacion en una ventana de 0,2°), se realizé la
segunda cirugia.

4.4.5 CIRUGIA DE IMPLANTE DE LA CAMARA DE REGISTRO

Al igual que en la cirugia anterior, se realizd el preoperatorio inmediato (ver apartado 4.4.3)
y una vez que el primate estaba listo para ser intervenido, se limpi6 y desinfectd el implante de
cemento. Se establecio la posicion de la camara de registro mediante medidas estereotaxicas sobre
uno de los NGL del animal y con ayuda de un motor eléctrico (Micromotor Nawfram, modelo 5751) y
una broca de proporciones adecuadas, se elimind el cemento de un circulo de radio de
aproximadamente un 1 ¢cm desde el punto marcado como el centro del NGL, de manera que el
diametro de la craneotomia coincidiese con el didmetro interno de la camara de registro (1,9 cm). La
parte final de la craneotomia se realizé con un perforador manual para evitar lesiones en el tejido
(Fig. 4.5)

Fig. 4.5 Craneotomia sobre uno de
los NGLs (1). Se muestra el
momento en el cual se elimina el
fragmento de hueso tras practicar la
craneotomia, dejando expuesta la
meninge.

(2) Poste de fijacion de titanio (Crist
Instruments)
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Cuando se retiro el fragmento de craneo, se coloco la cdmara de registro encajada en la
craneotomia y se fijé al mismo con finas capas de cemento dental que se aplicaron a su alrededor,
teniendo especial cuidado de que el cemento no contactase con la meninge ni invadiese la
craneotomia.

Cuando la camara estuvo correctamente fijada en el implante y el cemento se seco (Fig.
4.6), anclandola firmemente a éste, se aplicd una crema antibiética (Gentamicina Cusi 0,6%
alternando cada dos semanas con Terra Cortril-Farmacierra para evitar una posible resistencia
antibiotica) y se cerr6 la camara procediendo a despertar al animal y transportarlo al animalario,
donde se le vigil6 hasta que su motilidad y reflejos fueron de nuevo normales.

Fig. 4.6 Camara de registro (1) (Crist
Instruments)  situada  sobre la
craneotomia practicada sobre uno de
los NGLs del primate. La camara
queda perfectamente colocada sobre
la craneotomia, y embebida en el
cemento dental. Mientras se aplica el
cemento dental, y éste se seca
anclando la camara al implante, la
camara se sujeta en su posicion
exacta estereotdxicamente mediante
un soporte (2).

(3) Poste de fijacion de titanio (Crist
Instruments)
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4.5 MONTAJE DEL LABORATORIO Y EQUIPO DE

EXPERIMENTACION

4.5.1 ASPECTOS GENERALES

El laboratorio donde se realizaron los experimentos consta de dos salas independientes y
contiguas. En la primera, se encontraba el investigador con los equipos necesarios para controlar
los experimentos y realizar los registros, y la segunda es en la que trabajaba el primate (Fig. 4.7).
Esta segunda sala estaba insonorizada, y dotada de un sistema de aire acondicionado
independiente, asi como una fuente de luz debidamente blindada para evitar ruido eléctrico que

interfiriese los registros electrofisiolégicos.

La silla del mono tenia un sistema de fijacion al suelo para evitar que los movimientos del
animal en la misma pudiesen interferir en los registros. Situado enfrente del primate, habia un
monitor (Belinea, luminacia media de 14cd/m2, un contraste de 6,6 y una frecuencia de refresco de
128 Hz) en el cual aparecian los estimulos visuales que constituian las tareas que realiza el animal.

Silla  para primates
(Crist Instruments CA,
modelo 1-CCT-21a)

Sistema de fijacion
para primates (Crist

Instruments CA,
modelo 6-FHC-S6A)
Sistema de

recompensa (Crist
Instruments, modelo
5-RLD-E1)

Camara de registro de
movimientos  oculares
iView X (Version 2.0)
Céamara para
observacion del
primate (CCD
Observation Camera,
MTC ACO2NLA)
Pantalla de ordenador
donde se presenta la
tarea visual

Fig. 4.7 Montaje general de la sala de trabajo del primate. Se observa al animal situado frente a la pantalla donde se
presenta la tarea visual que ha de resolver mediante movimientos sacadicos, los cuales son registrados con un
sistema de registro de movimientos oculares (en la imagen se observa la cdmara de registro), enviando la informacion
al software de analisis. La recompensa se administra automaticamente cuando la tarea es correctamente realizada.
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El sistema de control de movimientos oculares estaba situado entre el mono y el monitor,
y registraba la posicién de los ojos durante la realizacién de la tarea (iView X, Version 2.0). Este
sistema permite determinar la posicion del ojo mediante complejos algoritmos matematicos que
generan un vector de posicién en el espacio utilizando como referencia los reflejos corneal y
pupilar, pudiendo deducir la direccion de la mirada. Frecuencia de muestreo 500 Hz. Agudeza
de posicionamiento de la mirada 0,25°.

Una camara de observacion controlada desde la sala de contigua (CCD Observation
Camera, MTC 4C02NLA) enfocaba al animal en todo momento, para comprobar que el primate se
encontraba en perfecto estado.

4.5.2 SISTEMA DE GENERACION DE ESTIMULOS VISUALES Y DE
REGISTRO: MONTAJE GENERAL

Los registros llevados a cabo en los protocolos experimentales fueron siempre unitarios y
extracelulares, realizados con electrodos de tunsgteno (12 MQ, FHC inc.). Para realizar dicho
registros en el NGL, se utilizd un micromanipulador (Narishigue, M-097 Oil Hydraulic
Micromanipulator) que se colocaba diariamente sobre la camara de registro implantada
cronicamente sobre el NGL del animal, seleccionando las coordenadas exactas de penetracion del
electrodo mediante el eje de abscisas y ordenadas del micromanipulador, lo cual permitia una
localizacion exacta de cada posicion de registro y un adecuado mapeo de la estructura. Debido a
que al realizar la craneotomia al animal no se retiré la duramadre por motivos de prevencién (evitar
infecciones, etc), fue necesario el uso de un tubo guia (23 C.F.S., tube type 304, 0.33 mm d.i.) para
proteger el electrodo al atravesar la meninge, y asi evitar su deterioro. El electrodo permanecia
dentro del tubo guia hasta que éste se situaba justo por encima del NGL (~ 4000 micras desde el
punto en el cual se atravesaba la duramadre). A partir de este momento, se iba bajando el electrodo
estimulando alternativamente los ojos del animal con rafagas de luz a diferentes frecuencias.

Una vez localizada una neurona talamica con una adecuada relacién sefial/ruido, se localizd
el CR de la misma, teniendo en cuenta que éste debia estar dentro de la pantalla a no mas de 9° de
distancia del punto de fijacidn al que debia mirar el primate, para permitir una correcta resolucion de
la tarea. Para determinar el centro del CR de la célula, asi como el tipo celular, se aplicé el protocolo
0, tarea descrita a continuacion en el siguiente apartado (ver apartados 4.5.3 y siguientes).

A continuacion, se realizo de la tarea visual correspondiente y el consiguiente registro de la
actividad celular (ver Fig. 4.8, en péagina siguiente). Los movimientos de los ojos durante la
realizacién de la tarea fueron registrados mediante un sistema de seguimiento de movimientos
oculares iView X (Version 2.0) (Fig. 4.8 (3)). El software Cortex 2.0 para Windows (Fig. 4.8 (1)) fue
el programa elegido para la generacién de los estimulos visuales, y los registros electrofisiologicos
se obtuvieron mediante el programa Spike2 para Windows (version 6, con tarjeta CED Power 1401)

(Fig. 4.8 (5)).

Para la realizacion de las tareas visuales, el animal, tenia situado enfrente y a una distancia
de 57 cm (de manera que un cm equivaliese a un grado de angulo visual), un monitor en el cual
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aparecian las diferentes tareas (Fig. 4.8 (2)). Previamente al entrenamiento para las mismas, se le
ensefid a cada uno de los animales a fijar la mirada durante 2 segundos sobre un punto que
aparecia en el centro del monitor, circunscrito a una ventana de 0,6 x 0,6 grados de angulo visual,
hasta que dicho punto desapareciese, momento en el cual, si la fijacion se habia realizado
correctamente, se recompensaba al animal con una gota de agua o zumo (Fig. 4.8 (4)).

CED 1401 s S (]

VCortex
de £ Qpicrs Joos Fun Ces Vew Windw Hep

fogon 12 EElEs.— AEE)

IIJ,IlIJl ll,,kll,l l

For e, e F1 N

Fig. 4.8 Representacion esquematica del montaje general del laboratorio, mostrando las conexiones entre los distintos
programas implicados en la proyeccion de la tarea, el registro de los movimientos oculares y la realizacion de los
registros electrofisiolégicos. El software Cortex (1), version 2.0 para Windows, es el programa encargado de orquestar
toda la actividad. En primer lugar, genera la tarea visual (2) que el primate debe realizar. Los movimientos sacadicos
mediante los cuales el primate resuelve la tarea, son registrados por el software iView X version 2.0 (3), el cual a su vez
envia la informacion de estas sacadas de regreso al Cortex, el cual, si el primate ha resuelto correctamente la tarea, le
dispensa recompensa (4).

Las figuras geométricas que se proyectan en la tarea se colocan de manera que siempre haya una sobre el
campo receptor de la neurona que se esta registrando. Mediante el Spike2 para Windows (Version 6.0 CED Power
1401) (5), se obtienen los registros neuronales. Previamente a su llegada al Spike, la sefal es filtrada y amplificada (6).
El Cortex envia informacién al Spike sobre la tarea que el primate estd realizando, asi como de los movimientos
sacadicos, y es el Spike es el software encargado de integrar toda la informacion en los registros electrofisioldgicos.
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4.5.3 TAREAS VISUALES

Los monos fueron entrenados para realizar tres tareas visuales diferentes y
complementarias, existiendo un total de 4 protocolos experimentales:

Protocolo 0: Localizacion y caracterizacion del campo receptor celular
Protocolo 1: Tarea visual 1

Protocolo 2: Tarea visual 2

Protocolo 3: Tarea visual 1 + Aplicacion de EMT

Dichos protocolos se detallan a continuacion en los apartados 4.5.4 y siguientes.

4.5.4 PROTOCOLO 0: LOCALIZACION Y CARACTERIZACION
DEL CAMPO RECEPTOR CELULAR

La tarea que se utilizd para localizar en la pantalla la ubicacién del CR de la célula que se
estaba registrando consistio en una serie de seis enrejados blancos sobre fondo negro con
diferentes orientaciones, con 60 grados de diferencia entre enrejados, que se presentaban
sucesivamente a una frecuencia de 15 Hz. Estos enrejados aparecian durante un segundo
inmediatamente después de que el mono fijase la mirada en el punto de fijacién, al tiempo que se
registraba la actividad de la célula bajo estudio. Este estimulo aparecia en cuadrantes
sucesivamente mas pequefios hasta alcanzar el tamafio de 1° y poder asi delimitar el campo
receptor y su posicion en el espacio visual. Este tamafio se correspondia con las dimensiones del
estimulo visual que se utilizé durante las tareas.

Para la caracterizacion de la célula una vez localizada su posicion, se utilizaron enrejados
sinusoidales con diferentes frecuencias espaciales (2, 4, 6 y 8 ciclos por grado-cpg), temporales
(0,2, 0,6, 1y 1,4 Hz) y diferentes colores (azul, rojo, verde y blanco), determinando el tipo de campo
celular de cada neurona talamica, magnocelular o parvocelular en base a sus “preferencias”
respecto a los estimulos.

Las células parvocelulares se caracterizan por responder preferentemente a enrejados con
frecuencias espaciales altas (6/8 ciclos por grado-cpg) y temporales bajas (0,2/0,4 Hz), asi como a
los colores, mientras que las células magnocelulares presentan una mayor respuesta ante
estimulos de baja frecuencia espacial y alta frecuencia temporal y ante estimulos acromaticos
(Sherman & Spear, 1982; Sherman, 1985; Shapley & Lennie, 1985).
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4.5.5 PROTOCOLO 1: TAREA VISUAL 1

En la pantalla, aparecia un punto de fijacion de 0,2° en el centro de una ventana de fijacion
de 0,6°. El animal debia fijar la mirada en este punto durante un intervalo de tiempo variable (450 —
500 ms), para que inmediatamente apareciesen cuatro figuras geométricas equidistantes del punto
de fijacion, estando una de ellas situada sobre el CR de la célula que se estaba registrando (Fig.
4.9).

El animal, sin mover los ojos de punto de fijacidn, debia decidir cuél de las figuras era
diferente a las otras tres (distractores), y tan pronto como éstas desapareciesen trascurrido un
intervalo de tiempo de entre 1,8 y 2 segundos, realizar un movimiento sacadico indicando la
situacion de la figura distinta.

Diez combinaciones diferentes de estimulos visuales aparecian de forma aleatoria durante
el trascurso de la tarea. En el caso de que la célula fuese ON, las figuras eran blancas, al igual que
el punto de fijacién, apareciendo sobre un fondo negro, y, cuando la célula era de tipo OFF, las
figuras eran negras sobre un fondo gris.

La finalidad de esta tarea era comparar la respuesta celular en funcién de si la figura
presente sobre el CR de la célula que se registraba era la figura diferente o uno de los distractores,
de manera que se analizaron los distintos tipos de patrones de respuesta celular (rafagas y tonico)
para observar si la presencia del estimulo novedoso sobre el CR suscitaba una respuesta distinta
(numero de espigas en rafagas, caracteristicas intrinsecas de dichas rafagas...) que sugiriese un
procesamiento inicial de la informacion visual a nivel precortical.

Tiempo

Fig. 4.9 Tarea visual 1. Una vez localizado el CR
de la célula que se esta registrando, aparece un
punto de fijacién central y posteriormente 4
figuras geométricas situadas equidistantemente
del mismo. Una vez han desaparecido, el animal
ha de identificar con un movimiento sacadico la
posicion que ocupaba la figura diferente. Esta
puede estar localizada sobre el CR de la célula,
0 bien, ser una de las figuras iguales
(distractores) la que se encuentre en dicha

FIGURA DIFERENTE FIGURA IGUAL posicion.

CR —»
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4.5.6 PROTOCOLO 2: TAREA VISUAL 2

En la segunda tarea visual (Fig. 4.10), el animal debia indicar con una sacada la posicion de
una unica figura geométrica que aparecia en diferentes ubicaciones en la pantalla. En primer lugar,
e igual que en la tarea anterior, el mono debia fijar la mirada en un punto de fijacion de 0,2° situado
en una ventana de fijacién de 0,6° x 6,6° durante un intervalo de tiempo variable de 480 — 500 ms.
Acto seguido, aparecia en la pantalla una unica figura geométrica en una de cuatro posiciones
posibles, coincidiendo una de estas con el CR de la célula que se registra. El animal, trascurridos
los 0,5 segundos de presencia del estimulo y en los cuales debia mantener la mirada fija en el punto
de fijacion, realizaba una sacada hacia la posicion en la cual se encontraba la figura.

En este caso, se alternaban secuencias de 10 circulos (distractores) con la aparicion de una
figura diferente (existiendo 10 posibles figuras novedosas). Debido a que solamente una de cada
cuatro veces el estimulo, repetido o no, estaba situado sobre el CR de la célula, Unicamente se
analizaron los datos de esta condicion, despreciando los restantes, lo cual obligd a realizar registros
de mayor duracion que en la tarea anterior.

Fig. 4.10 Tarea visual 2. Se presenta una
serie de figuras geométricas, de manera
que una figura (circulo) aparece en

Tiempo secuencias de 10 repeticiones (figura igual
o distractor). Esta serie de repeticiones
alterna con la aparicion de figuras
geométricas distintas (sefialadas con
flechas en la secuencia de ejemplo). Las
figuras aparecen en diferentes posiciones

CR CR en la pantalla, de manera que ¥ parte de
las veces el estimulo esta localizado sobre
el CR celular. El animal ha de indicar con

una sacada la posicion de la figura en

FIGURA DIFERENTE FIGURA IGUAL cada ensayo, una vez ésta ha
desaparecido.
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4.5.7 PROTOCOLO 3: TAREA VISUAL 1y EMT

En el protocolo 3, se compar6 la respuesta celular durante la resolucién de la tarea visual 1,
previa y posteriormente a la aplicacion de EMT sobre la corteza visual primaria, utilizando
estimulacion repetitiva y a bajas frecuencias, y generando, por tanto, un efecto inhibidor sobre V1
que deberia afectar a las proyecciones cérticofugales y, por tanto, a la actividad talémica.

El protocolo de EMTr consistié en la aplicacion de pulsos a 0,8 Hz, al 60% de intensidad del
equipo, y durante 4 minutos. Estudios previos habian determinado que la aplicaciéon de pulsos
repetitivos a bajas frecuencias favorecia la inhibicién prolongada de la actividad neuronal en ese
area (Chen et al., 1997; Moliadze et al., 2003), necesaria para poder observar la respuesta talamica
independientemente de la influencia del bucle cortico taldmico sobre el NGL.

Se utilizd un sistema Magstim Rapid (The MagStim Company Ltd, Whitland, UK) con dos
bancos de condensadores (del inglés, boosters), con una bobina en forma de 8 de 2x25 mm (fig 4;
A, B, C). Las bobinas en forma de ocho son mas focales que otros disefios, generando una corriente
eléctrica maxima en la interseccion de ambos componentes de la bobina (Hallett, 2007). Al tratarse
de una bobina de pequefio tamario, el campo eléctrico generado se encuentra mas concentrado en
el espacio, presentando una buena precision espacial para estimular la corteza.

Se colocd el punto medio de la bobina sobre el centro de corteza visual primaria en el
mismo hemisferio en el cual se encontraba la craneotomia, tomando como referencia para
determinar el punto de estimulacion, la ubicacion de la cdmara de registro, ya que el craneo estaba
recubierto por las capas de cemento dental que anclaban el poste de fijacion y la cdmara de registro
al mismo.

Fig. 411 A) Imagen del aparato de EMT
Magnstim Rapid 200 utilizado en el protocolo
experimental.  B) Imagen de ambos
condensadores utilizados para la EMT.
C) Imagen de la bobina en ocho de dimensiones
2x25 mm utilizada para la EMT.
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El protocolo experimental consistia en (Fig. 4.12):

» Registro durante 5 minutos de la actividad celular taldamica durante la realizacion de la tarea 1

= Aplicacion de 4 minutos de EMTr sobre la corteza visual primaria (V1) al 60% de intensidad y
con una frecuencia de 0,8 Hz

= Registro inmediatamente posterior a la aplicacion de la EMT durante 4 minutos

» Reposo durante 10 minutos que permitia la recuperacion completa de la actividad cortical
normal

» Registro para observar la recuperacion de la actividad neuronal durante 5 minutos mientras se
realiza de nuevo la tarea visual 1.

PROTOCOLO DE ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL

PAUSA
10 MINUTOS
REGISTRO EMT REGISTRO REGISTRO
conTROL TP gg"l'_": ) o5t EmT — RECUPERACION
60 %

Fig. 4.12 Protocolo de experimentacion con EMT. Se realiza un registro control previo a la aplicacion de la EMT. Se
aplica la EMT durante 4 minutos de tiempo, a una frecuencia de 0,8 Hz y al 60% de intensidad sobre la corteza visual
primaria. Inmediatamente después, se realiza otro registro electrofisiolégico para comprobar la influencia de la EMT
sobre la actividad neuronal en el NGL. Se realiza una pausa de 10 minutos para permitir la recuperacion total de la
actividad neuronal y se vuelve a realizar un tercer y Ultimo registro para comprobar los niveles de actividad neuronal.

Como el anélisis de los registros celulares se realizaba una vez finalizada la sesion (offline),
durante el protocolo de experimentacion, para comprobar si la actividad neuronal se habia
recuperado, se utilizaban histogramas periestimulo generados online, los cuales eran un indicio de
si la actividad en el registro de recuperacion era semejante a la inicial, si bien era preciso un analisis
posterior para comprobar el efecto de la EMT sobre la neurona estudiada a lo largo del protocolo.
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4.6 ANALISIS DE DATOS Y ESTADISTICA

Una vez obtenidos los registros electrofisioldgicos, se procedié a aislar la respuesta de la
célula registrada del ruido colindante, ya que los registros llevados a cabo son extracelulares. Esto
se realiz6 mediante el software informatico Spike 2.0, el cual permite identificar y agrupar las
espigas, en funcién de diversos parametros, como pertenecientes a un mismo grupo
(correspondiéndose cada grupo con una célula). El programa transforma cada una de las espigas
registradas y aisladas en una marca temporal que seré el dato analizado posteriormente.

Una vez identificadas las espigas pertenecientes a la célula que registramos, procedemos a
su clasificacion. En funcidn de pardmetros temporales (50 ms de silencio previo, un minimo de dos
espigas consecutivas con un intervalo maximo entre las mismas de 6 ms), podemos diferenciar
rafagas de bajo umbral y espigas tonicas. Se determin6 el nimero de espigas para cada ensayo
correctamente realizado, diferenciando los ensayos en funcién del estimulo: figura diferente o
novedosa y distractores.

A continuacion, la respuesta para cada tipo de estimulo visual se dividi6 en sus
componentes, tonico y en rafaga, obteniendo cuatro datos distintos: la respuesta en rafagas de bajo
umbral y la respuesta tonica, para la figura diferente y los distractores. EI numero de espigas se
normalizé en funcidén del niumero de ensayos de cada tipo, ya que la proporcion es de 3:1 entre
distractores y figura novedosa o diferente.

El objetivo de los andlisis era determinar las caracteristicas de cada tipo de respuesta asi
como su posible funcionalidad comparando el comportamiento de cada patron de respuesta ante
diversos estimulos visuales. Los andlisis se dividieron en 5 blogues principales, todos ellos
aplicados a las dos tareas visuales explicadas anteriormente:

a) Comparacion del numero de espigas en rafaga y tonicas en funcién de si el estimulo presente
es el repetitivo o el diferente para intentar establecer caracteristicas funcionales en los
distintos patrones de disparo, en caso de existir diferencias significativas.

b) Comparacion de las distribuciones de densidad de probabilidad de los distintos tipos de
respuesta (rafagas de bajo umbral y tonicas) en funcion del estimulo presente (figura
diferente o distractores).

La distribucion de densidad de probabilidad es una funcién que determina la
probabilidad relativa de que una variable tome un valor concreto (Paren, 1962). Aplicado a
nuestro caso, la densidad de probabilidad determina la posibilidad de aparicién, en un
determinado intervalo dentro de la ventana temporal de 100 ms tras la presentacion del
estimulo, de las espigas en rafaga en funcion de los distintos estimulos mostrados, los
distractores o la figura novedosa
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c) Determinar la existencia de una posible disminucion del nimero de espigas en rafaga en
funcion de la habituacion a la tarea como resultado de una pérdida de novedad de la misma,
y comparacion de esta disminucion entre estimulos iguales y diferentes.

d) Determinar si existen diferencias significativas entre las caracteristicas de las rafagas de bajo
umbral (frecuencia, duracién y numero de espigas) en funciéon del estimulo mostrado
(novedoso o distractor)

e) Comparacion de la respuesta visual espontanea y evocada por los estimulos visuales de la
tarea 1, antes y después de la aplicacion de EMT sobre la corteza visual.

Para realizar estos analisis, y para la posterior aplicacion de los test estadisticos, se utilizan
los programas Statgraphics Centurion XVI (Statgraphics™S) y Matlab 2011 (Matlab mathworks).
Para la estadistica, se utilizaron varios tipos de test en funcion de las necesidades de cada analisis
(Kolmogorov-Smirnov, Chi cuadrado, T student, etc). Para todos ellos, se considero
estadisticamente significativo un p-valor < 0,05.

En la realizacion de los analisis, no se diferenciaron los tipos parvocelular y magnocelular
de la muestra, ya que no se encontraron diferencias entre ellos en los parametros estudiados.
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5.RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACION DE LOS PATRONES DE DISPARO
NEURONAL EN EL TALAMO (NGL)

Se registraron un total de 96 células en dos primates adultos (Macaca mulatta), de las
cuales 80 pertenecian al tipo parvocelular y 16 al tipo magnocelular. Del total de células, 50 fueron
registradas mientras los primates resolvian la tarea 1, y 46 mientras realizaban la tarea 2 (ver
material y métodos).

Teniendo en cuenta que el ratio sefial-ruido es un factor determinante en el analisis de los
registros realizados, especialmente por tratarse de registros extracelulares donde es relativamente
sencillo confundir la sefal de la célula que se esta registrando con la de otras células colindantes,
se tuvo especial cuidado en seleccionar aquellos registros con una 6ptima calidad de sefal.

En las figuras 5.1 a 5.4 se muestran ejemplos de registros electrofisioldgicos en crudo,
correspondientes a actividad celular espontanea (Fig. 5.1y 5.4) y respuesta visual ante un estimulo
(Fig. 5.2 y 5.3) en células de tipo parvocelular y magnocelular en ambos monos (F1 y F2). Los
registros se presentan ampliados a diferentes escalas, mostrandose en la parte superior de cada
registro canales de marcas temporales, fruto de la transformacion de cada una de las espigas en
tiempos, en funcién de los diversos patrones temporales adoptados para clasificar las espigas.

En la figura 5.1, se muestra un registro durante actividad espontanea de una célula
parvocelular. En una ampliacion parcial del registro, enmarcada en el recuadro punteado en rojo
(Fig. 5.1.B) se muestra un conjunto de espigas: las dos primeras espigas son del tipo ténico,
seguidas por una rafaga constituida por tres espigas, y a continuacién aparecen de nuevo una serie
de espigas tonicas. Los dos tipos de disparo neuronal, tonico y en rafaga, son claramente
diferenciables mediante patrones temporales, como se puede observar en el cuadro inferior (Fig.
5.1.C), en el cual se indican los tiempos entre espigas (s). Se observa que las espigas 3, 4y 5
pertenecen a una rafaga de bajo umbral por cumplir los requisitos establecidos (dos 0 mas espigas,
con un minimo de 50 ms de silencio previo y un maximo de 6 ms interespiga), siendo las restantes
espigas consideradas tonicas al no cumplir dichos parametros.

En las siguientes figuras (Fig. 5.2 y 5.3), se muestran registros extracelulares de dos
células, de tipo parvocelular y magnocelular respectivamente, respondiendo a la presencia de una
figura sobre el campo receptor de la célula. En ambos casos se muestra el fragmento de registro
correspondiente al periodo inmediatamente posterior a la aparicion del estimulo, donde se aprecia la
generacion de una rafaga de bajo umbral (enmarcada en un recuadro rojo en la figura) seguida de
una serie de espigas tonicas. En las figuras no se muestran los 50 ms de silencio previo a la rafaga,
solo un breve periodo de tiempo como representacion del mismo. En la parte superior del registro
aparecen los correspondientes canales de marcas temporales para las rafagas y las espigas
tonicas, fruto de la conversion de cada una de las espigas en un tiempo para su posterior analisis.
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Espigas |
(volt) 1 2 3 4 5 6 7 8 9

86,38 86,44 86,50 T(s)

ESPIGAS 1-2
TIEMPO (s) 0,0108 0,571 0,0053  0,0054  0,0078 0,0080 0,0092  0,0082

Fig. 5.1 A) Registro unitario extracelular de una célula parvocelular en mono despierto (Macaca mulatta) durante
respuesta espontanea (célula 1-F1). Se muestra el registro crudo y los canales generados por la transformacién de las
espigas en marcas temporales, separandolas en espigas ténicas (i) y en rafaga (i), en base a patrones temporales
concretos. B) Ampliacién donde se muestran espigas en rafaga y tonicas, determinando en el recuadro inferior, C)
los tiempos (s) entre las mismas, de manera que solo las espigas 3, 4 y 5 forman una rafaga.
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Espigas : j MYMWW
(volt) | ; !

177,34 177,48 177,60 T(s)

Fig. 5.2 Registro extracelular unitario de una célula de tipo parvocelular (célula 4-F1). Respuesta a un estimulo visual,
se observa la aparicion de una rafaga (espigas en el recuadro rojo) seguida de la respuesta tonica. En la parte superior,
aparecen los canales de marcas temporales correspondientes a las espigas tonicas (i) y las espigas en rafaga de bajo
umbral (ii).

La respuesta celular se puede clasificar en funcién de otros parametros temporales
diferentes a los que determinan la existencia de rafagas de bajo umbral y espigas ténicas. Asi, por
ejemplo en la Fig. 5.3, dentro del conjunto de espigas previamente clasificadas como ténicas,
podemos encontrar una subpoblaciéon de espigas identificables en funcién de otros patrones
temporales (no mas de 6 ms entre espigas y un minimo de tres espigas consecutivas),
denominadas rafagas de alto umbral, las cuales no estan ligadas a corrientes de calcio de bajo
umbral (y por lo tanto no es preciso un intervalo de silencio previamente a su aparicion), sino que
son potenciales de accién de Na* y K* con una elevada frecuencia de disparo.

Aunque las rafagas de alto umbral han sido extensamente estudiadas como un patrén de
disparo bien definido (Guido et al., 1992, 1995; Swadlow & Gusev, 2001; Rivadulla et al., 2003), no
deja de constituir un subgrupo dentro del disparo ténico. Por ello, en este trabajo no se ha realizado
la diferenciacion de estas espigas como un subconjunto independiente, y ha sido analizado como
parte de la respuesta tonica.

En la figura 5.4, se observa un registro electrofisiolégico de una célula de tipo magnocelular
durante actividad visual espontanea. La figura se presenta con una escala temporal mayor, de
manera que se pueden apreciar varias rafagas de bajo umbral (sefialadas con flechas en la figura),
correspondiéndose la flecha roja con la rafaga constituida por un mayor nimero de espigas. Se
observa la existencia de rafagas intercaladas con el disparo tonico.

La presentacién de varias figuras mostrando registros electrofisiolégicos de distintas

caracteristicas (tipo celular, distinto sujeto de experimentacion, distinta escala temporal) tiene como
finalidad demostrar la calidad de la sefal (ratio sefial - ruido) de los mismos, asi como probar la
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existencia de rafagas durante la respuesta visual a un estimulo y de forma esponténea, siendo un
fendmeno usual durante estados de alerta.

Espigas
(volt)

O iy

‘r"“—"} ||J""n"| I

|
"ﬂ!'»’”.f‘t'

Ay,

TV et A ot e e

-

1, i Il-" -"f._JL..I‘w,-L.-

]\‘ | lnllql'[! III..\,._.- et il

p—----

56,830 56,865 56,900 T(s)

Fig. 5.3 Registro extracelular unitario de una célula magnocelular (célula 6-F2). Respuesta a estimulo visual,
observandose igual que en el caso anterior una rafaga de bajo umbral (en la imagen en el recuadro rojo), seguidas de
una serie de espigas tonicas, pudiendo clasificarse como rafaga de alto umbral el conjunto final de espigas enmarcadas
en el recuadro amarillo. (i) e (ii) se corresponden, respectivamente, con los canales de marcas temporales tonicos y en
rafaga.

Espigas Jsimibmbiniinsnaimamig) . oo e ol T
(volt) ' ‘ il ! 1

389,8 391,2 392,4 T(s)

Fig. 5.4 Registro extracelular unitario de una célula magnocelular (célula 2-F2), durante respuesta espontanea. Se
observan varias rafagas de bajo umbral, representadas por marcas temporales en el canal ii. Las flechas sefialan las
rafagas de bajo umbral, correspondiéndose la rafaga con mayor nimero de espigas con la flecha roja. Intercaladas con
las rafagas de bajo umbral, aparecen una serie de espigas que pueden ser consideradas como espigas tonicas o
rafagas de alto umbral, en funcion de la clasificacion temporal utilizada.
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5.2 DISTRIBUCION DE LOS PATRONES DE DISPARO EN
LA RESPUESTA VISUAL

El andlisis de la distribucion de las espigas en rafagas y tonicas en respuesta a la
estimulacion visual resulté ser muy diferente. En la figura 5.5 se muestra la representacion de la
respuesta promedio de 50 células ante un estimulo visual situado sobre el campo receptor (columna
de la izquierda), en este caso correspondiente a la resolucion de la tarea 1, asi como un ejemplo de
la respuesta de una Unica célula ante el mismo estimulo visual (Fig. 5.5, columna de la derecha). En
las figuras 5.5A, se muestra toda la respuesta visual ante dicho estimulo, y posteriormente se divide
en sus componentes, tonico y rafagas de bajo umbral (Fig. 5.5B y C). Mientras que las espigas
tonicas muestran una respuesta sostenida durante toda la presencia del estimulo visual, (Fig. 5.5 B),
la respuesta en rafagas de bajo umbral (Fig. 5.5D) consiste en una respuesta transitoria, que se
genera inmediatamente después de la aparicion del estimulo, desapareciendo aproximadamente
transcurridos 100 ms.

Las diferencias en las distribuciones de las rafagas y las espigas tdnicas responden a
diferencias funcionales. Asi, la respuesta en réfagas de bajo umbral constituye la primera fraccion
de la respuesta visual. Las rafagas se generan rapidamente tras la aparicién del estimulo, siendo
una respuesta transitoria que se mantiene durante 100 ms, descendiendo a niveles basales muy
bajos trascurrido este periodo de tiempo (ver Fig. 5.6A). De hecho, las rafagas de bajo umbral
constituyen un 12,10 £ 6,58% del total de las espigas durante la respuesta celular en los 100 ms
inmediatamente posteriores a la aparicion del estimulo, siendo sélo un 5,5 + 2,836 % de la
respuesta espontanea en este mismo intervalo de tiempo previamente a la presentacion del mismo
por lo que centraremos los analisis en este periodo de tiempo. Ambos datos referentes al porcentaje
de espigas en rafaga de bajo umbral muestran que, a pesar de existir una repuesta en rafaga
generalizada para 96 de las 98 células que constituyen la muestra, el porcentaje de rafagas varia
considerablemente en funcion de la célula analizada.

En la figura 5.6 B, se muestra la diferencia entre el porcentaje de aumento de las rafagas entre
la respuesta visual espontanea y la respuesta visual ante un estimulo, frente al incremento de
respuesta de la respuesta tonica en las mismas condiciones. Proporcionalmente, se observa un
aumento muy superior en el caso de las rafagas de bajo umbral, ya que la respuesta basal es
mucho menor que la existente en el disparo tonico. Esta caracteristica, elevado ratio sefal: ruido
(siendo la sefal la respuesta ante un estimulo y el ruido la respuesta espontanea), confiere a las
rafagas una gran ventaja frente al disparo tonico a la hora de detectar estimulos visuales y transmitir
informacion eficazmente a la corteza.

Las espigas tonicas aparecen a continuacion de las réfagas, presentando un pico méaximo
de respuesta durante los 250-500 ms iniciales, seguido de una respuesta sostenida durante la
presencia del estimulo visual, la cual va descendiendo con el tiempo.
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A RESPUESTA VISUAL EVOCADA

espigas/bin/ensayo

1,2 ESTIMULO VISUAL N=50
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
-0,5 0 0,5 1 1,5
B ESPIGAS TONICAS
1 ESTIMULO VISUAL N=50

-0,5 0 0,5 1 1,5

Cc RAFAGAS DE BAJO UMBRAL

0,3 ESTIMULO VISUAL N=50

0,25
0,2
0,15

0,1

0,05

o MAMMMMM
05 0 0,5 1 1,5

ESTIMULO VISUAL N

1

1 1,5 T(s)

ESTIMULO VISUAL N=1

0,35
0,3
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0,2
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-0,5

1 1,5 T(s)

ESTIMULO VISUAL N=1

0

0,5

L b Lo i

1 15 T(s)

Fig. 5.5 Respuesta visual de 50 células de tipo magnocelular y parvocelular a un estimulo estatico presente dos
segundos sobre el campo receptor celular (columna de la izquierda), y ejemplo de la respuesta de una Unica célula
tipo parvocelular (columna de la derecha). Los resultados se presentan en espigas por bin, siendo estos de 10 ms de
duracién. A) Toda la respuesta visual al estimulo. B) Respuesta tonica. C) Respuesta en rafagas de bajo umbral.
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N=50
ESTIMULO VISUAL

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 _‘I A A
0,2

0,1 -

%

70 - N=50

60 -

40 -
30 A

10 -

RESPUESTA EN RAFAGAS RESPUESTA TONICA

Fig. 5.6 A) Ejemplo de distribucion de la respuesta ténica (en negro) y la respuesta en rafagas (en
rojo) para una muestra de 50 neuronas talamicas ante la presencia de un estimulo visual. Se puede
observar que el porcentaje de espigas tonicas es muy superior al de rafagas, si bien
proporcionalmente el aumento de las rafagas durante la respuesta visual inmediatamente después
de la aparicién del estimulo es superior al de las espigas tonicas.

B) Gréfica indicando el porcentaje de aumento de la respuesta en rafagas de bajo umbral y tonica,
entre la respuesta espontanea (previa a la aparicion del estimulo visual) y la respuesta al estimulo
visual, tomando como ventana temporal los 100 ms previos e inmediatamente posteriores a la
aparicion del mismo.
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53 PAPEL DE LAS RAFAGAS DE POTENCIALES DE
ACCION EN EL PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION
VISUAL

Una vez determinada la existencia de rafagas durante la actividad visual y su localizacion en
los 100 ms posteriores a la aparicion del estimulo, es preciso concretar la funcion de estas rafagas
de bajo umbral. Sherman en el 2001 postulé la hipétesis del “wake up call’, basada en la hipotesis
previa de Crick (1984) denominada “searchlight’, en la cual se proponia que las rafagas podian
actuar como detectoras de estimulos novedosos en el campo visual. Segun esta teoria, el nimero
de réfagas podria ser diferente en funcién de lo novedoso que resultase el estimulo presente sobre
el CR de la célula.

Para observar posibles diferencias ante distintos estimulos visuales, se plantearon dos tareas
(ver material y métodos) en las que se mostraban estimulos novedosos y distractores, comparando
la respuesta ante ambos tipos de estimulo.

Los resultados para cada tarea se presentan a continuacion de forma independiente,
comenzando por la tarea 1.

5.3.1 TAREA VISUAL 1

Se registraron 50 células en dos monos (F1y F2), 42 de las cuales eran de tipo parvocelular
y 8 de tipo magnocelular, sin encontrar diferencias a la hora de realizar los analisis entre ambos
tipos celulares, ni en funcién de si las células eran de centro ON u OFF. En el primer mono se
registraron 26 células y en el segundo se registraron 14. De las 50 células, 2 de las de tipo
parvocelular no generaron ninguna rafaga durante el registro.

La tarea visual consistié en la identificacion de una Unica figura diferente de entre 4 figuras
presentes en la pantalla situada frente al animal, 3 de las cuales eran distractores. Durante la
presentacion de los estimulos, uno de ellos se localizaba siempre sobre el campo receptor de la
célula que se estaba registrando. El animal debia mantener la mirada en un punto de fijacion de 0,2°
situado en el centro de la pantalla y enmarcado en una ventana de fijacién de 0,6°. La deteccién del
estimulo era indicada por medio de un movimiento sacadico a la posicidn en la que se encontraba
éste. La finalidad de dicha tarea era comparar la respuesta visual cuando el estimulo sobre el CR
era el diferente y cuando eran los distractores. Los datos se presentan normalizados en espigas por
ensayo, debido a las distintas proporciones de aparicién de la figura diferente respecto a los
distractores (1:3).
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A. ANALISIS DEL NUMERO DE ESPIGAS EN RAFAGA Y DISTRIBUCION

DE PROBABILIDAD

Los resultados (fig 5.7 A 'y 5.7B) muestran que para los 100 ms tras la aparicion del
estimulo, el nimero de rafagas es mayor cuando la figura sobre el campo receptor celular es la
diferente, y que estas diferencias son estadisticamente significativas (test chi cuadrado; p-valor:

0,00337393)

FIGURA DIFERENTE

CR*- CR*-

RAFAGAS 100 MS N=50
A

*

espigas/ensayo
o ; 7 [ )
0,8 I
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 T

FIGURA DIFERENTE

FIGURA IGUAL

p valor : 0,00337393

. . N=50
espigas/bin/ensayo

0,3 -

0,25 ’ /\
0

0,2

0,15
0,1

0,05

T(s)
0,5 0,0 0,5 1,0 1,5

p valor: 0,007936

FIGURA IGUAL (DISTRACTORES)

Fig. 5.7 A) Representacion del
numero de espigas en rafaga por
ensayo en 50 células de tipo
parvocelular y magnocelular, para
las dos condiciones, cuando la
figura igual esta sobre el campo
receptor celular (marcado con un
circulo rojo en el esquema de la
tarea) o cuando es la figura
diferente  la  presente. Las
diferencias  entre  las  dos
condiciones son estadisticamente
significativas (test chi-cuadrado; p-
valor: 0.00337393)

B) Representacion de la respuesta
en rafaga para las mismas 50
células ante un estimulo novedoso
(en la gréfica, en gris) y los
distractores (azul). La respuesta
se muestra normalizada en
espigas/ensayo/bin (bin=10 ms).
La respuesta ante la figura
novedosa es mayor (Test
Kolmogorov-Smirnov; p  valor:
0,007936) que ante los
distractores en los 100 ms
inmediatamente posteriores a la
aparicién del estimulo (0,00 en la
grafica). Se muestra detalle
ampliado del pico maximo de
respuesta.
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El analisis de las distribuciones de densidad de probabilidad de las espigas en rafaga para
la figura igual y las figuras diferentes o distractores en este mismo periodo de tiempo (Fig. 5.8),
muestra diferencias en funcién del estimulo (test Kolmogorov-Smirnov; p-valor: 0,0491727), de
manera que cuando éste es el novedoso, las espigas aparecen mas concentradas en el tiempo.

DISTRIBUCION DE DENSIDAD DE PROBABILIDAD

A RAFAGAS 100 MS
D 24
— FIGURA IGUAL

E 20 FIGURA DIFERENTE
N

16
S
|12 /\
D g
A
D 4

0

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
p valor: 0,0491727

Fig. 5.8 Para la tarea 1, grafico de distribucion de densidad de probabilidad para las espigas en rafaga
comparando la distribucién en funcién del estimulo presente sobre el campo receptor, para un periodo de tiempo
de 100 ms tras la aparicion del estimulo. En gris se representa la distribucién de las espigas cuando el estimulo
es el diferente y en azul cuando el estimulo es el igual. Se observa que, cuando el estimulo presente es el
diferente, las rafagas se hayan mas concentradas en el tiempo, existiendo diferencias estadisticamente
significativas para el intervalo de tiempo analizado (test Kolmogorov-Smirrnov; p valor: 0,0491727).

Por tanto, no sélo existen diferencias en el nimero de espigas en réfaga en funcién del
estimulo visual mostrado, generandose un mayor nimero ante estimulos novedosos, sino que
ademas la distribucién de estas espigas varia en funcion del tipo de estimulo. Este hecho implica
que la propia rafaga de bajo umbral generada en el NGL esta transmitiendo informacién a la corteza
sobre el estimulo presente, como parte de un procesamiento visual inicial. La brevedad del tiempo
analizado (100 ms tras la aparicion del estimulo) refuerza la teoria de una participacion activa del
NGL en este primer filtro de informacion.
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B. ANALISIS CLUSTER

En vista de las diferencias en la distribucién y numero de rafagas en funcion del estimulo,
nos planteamos un segundo analisis mas especifico de las caracteristicas intrinsecas de las rafagas
de bajo umbral. Para ello, se realizé un analisis cluster de las rafagas existentes en estos primeros
100 ms tras la aparicién del estimulo, en funcién de tres pardmetros (denominados centroides),
frecuencia, duracion y numero de espigas, los cuales consideramos méas susceptibles de variacion,
basandonos en los resultados previos.

El analisis cluster es una técnica que permite clasificar u ordenar datos en grupos, de
forma que el grado de similitud o asociacion entre miembros del mismo cluster sea mayor que entre
miembros de clusters diferentes. Mediante este analisis, pretendiamos establecer una relacién entre
las caracteristicas de las rafagas y el estimulo mostrado, que nos indicasen algun tipo de
codificacién de informacién por parte de la rafaga (Baro & Alemany, 2000).

El analisis cluster se realizd de forma independiente para ambos estimulos visuales,
distractores y figura novedosa o diferente. En el caso de los distractores, tras el analisis cluster, se
definieron 2 grandes grupos de espigas (Fig. 5.9A), uno de los cuales, en este caso el
correspondiente al cluster n° 1, comprendia el 81,37% de la variabilidad de las espigas en rafagas,
con un total de 904 espigas. La frecuencia en este cluster mayoritario era de 467,512 Hz y la media
del numero de espigas es 2,407 indicando que la mayoria de las rafagas estan compuestas por dos
o tres espigas (Fig. 5.9B).

En la figura 5.9C, se observa el dendrograma obtenido a partir de los cluster. Un
dendrograma es una representacion grafica en forma de arbol que resume el proceso de agrupacion
en un analisis de clusters. Los grupos similares se conectan mediante enlaces, y la posicion en el
grafico determina el nivel de similitud entre ellos (Bard & Alemany, 2000).
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Figura igual (Distractor)

A. Resumen caracteristicas cluster

Figura diferente

realizar el analisis.
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B. Centroides

Cluster Frecuencia Duracion  N° Espigas
1 467,512 10,00561585 [2,40708
2 1016,1 0,0021156 |2,05435
3 342,773 ]0,0395083 [13,5652

DISTANCIA
o o
o O
© o

I
o
o

Cluster Miembros Porcentaje
1 904 81,37
2 184 16,96
3 23 2,07
DENDROGRAMA
1200
1000

200
ool [hch

Fig. 5.9 Andlisis cluster para las
caracteristicas de las rafagas, frecuencia,
duracién y n° de espigas para la figura
igual. A) Resumen de los cluster
formados. B) Valores de las distintas
variables para cada uno de los cluster
C) Dendrograma de clusters (método
Ward’s, Squared Euclidean)

Los andlisis estadisticos se
realizaran sobre el cluster mayoritario,
que en este caso es el nimero 1.

En el caso de la figura diferente, el andlisis de los tres parametros (frecuencia, duracién
y nimero de espigas) también encontramos un cluster mayoritario (n°1 en la gréfica), que abarca
aproximadamente el 70% de las espigas en rafaga (Fig. 5.10A). Dicho cluster posee una frecuencia
temporal de 434,476 Hz, con una duracion y un numero de espigas superiores a los mostrados con
la figura igual o distractor: 0,00595122 (s) y 2,43759 espigas por rafaga (Fig. 5.10B). En la figura
5.10C, se muestra el dendrograma correspondiente, representando los distintos clusters formados al
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A. Resumen caracteristicas cluster B. Centroides
Cluster Miembro Porcentaje Cluster Frecuencia Duracién N° Espigas
1 713 69,70 1 434,476 0,00595122| 2,43759
2 289 28,25 2 881,657 0,00245727|  2,0346
3 21 2,05 3 341,429 0,0295895 10,1429
C. DENDROGRAMA
1200

Fig. 5.10 Andlisis cluster para las
caracteristicas de las rafagas frecuencia,
1000 duracion y n° de espigas para la figura
diferente. A) Resumen de los cluster

< 800 formados. B) Valores de las distintas

o variables para cada uno de los cluster

Z 600 C) Dendrograma de clusters (método

o Ward's, Squared Euclidean)

2 400 Los andlisis estadisticos se
realizaran sobre el cluster mayoritario, al
igual que en el caso anterior, es el

200 numero 1.
0| ==

Comparando los valores de frecuencia, numero de espigas y duracion de la rafaga en los
cluster mayoritarios para el estimulo novedoso y los distractores, los resultados son los siguientes
(Fig. 5.11A):

Ante el estimulo novedoso, el nimero de espigas en rafaga y la duracién de la misma
aumentan, en comparacion con la respuesta ante los distractores. Sin embargo, cuando es uno de
los distractores la figura presente sobre el CR, la frecuencia intrinseca de la rafaga es mayor, pero
el nimero de espigas y la duracién de la misma, disminuyen. Estas diferencias entre los tres
parametros analizados son significativas, en todos los casos, con p-valores inferiores a 0,05 (Fi.
5.11B, tabla de p valores).

Estos resultados demuestran que, no solo hay diferencias en el numero de espigas en
rafagas y su distribucion, como observamos en analisis anteriores, sino que ademas estas rafagas
presentan unas caracteristicas intrinsecas que varian en funcién del estimulo presente en el campo
visual del primate, codificando informacién sobre el mismo.
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A
FIGURA DIFERENTE
DURACION NUMERO
FRECUENCIA RAFAGA ESPIGAS
- + +
DISTRACTORES |: ﬁ ﬁ
. + - _
B
VARIABLE P VALOR
Frecuencia ~ 0,00
Duracion 1,64295 E -7
NUmero de espigas 0,00000171663

Fig. 5.11 A) Representacion de la variacién de las caracteristicas intrinsecas de las rafagas en funcién del estimulo
presente. Se observa un aumento del nimero de espigas y duracién de la rafaga ante el estimulo novedoso. Sin
embargo, cuando aparecen los distractores, la frecuencia intrinseca de las rafagas aumenta. B) Tabla de p valores para
el analisis de cada una de las variables estudiadas (Test Kolmogorov-Smirnov).

C. INFLUENCIA DE LA NOVEDAD SOBRE LA RESPUESTA EN
RAFAGA DE BAJO UMBRAL

Una vez observado que existen diferencias tanto en el numero de rafagas como en su
distribucion y caracteristicas intrinsecas en funcion del estimulo presente, se plante6 la cuestion de
si estas diferencias podrian tener un componente relacionado con el grado de novedad del estimulo.
De ser asi, a medida que el primate aprende la tarea y se va acostumbrando a la resolucién de la
misma, podria haber variaciones en los valores de nimero de rafagas y/o distribucién de
probabilidad de las mismas, ya que el estimulo diferente va perdiendo paulatinamente su caracter
novedoso frente a los distractores, pudiendo este hecho verse reflejado en alguna (o varias) de las
caracteristicas previamente analizadas.
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Por ello, se compard el numero de rafagas en los primeros ensayos de cada registro con el
numero de rafagas en los ensayos finales. Se dividié cada registro en tres partes equivalentes, en
funcion del numero de ensayos en cada registro de forma individual, y se compararon el primer y
ultimo tercio.

El resultado del andlisis para esta primera tarea (Fig. 5.12) muestra que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de espigas en los ensayos iniciales y los
finales (test chi cuadrado; p valor: 0,606971), aunque si se observa en los resultados una tendencia
a la disminucion en el numero de espigas en rafaga entre ambos.

RAFAGAS 100 MS

Fig. 512 Comparacion del numero de

espigas/ensayo espigas en rafaga entre los ensayos
iniciales y los finales para 50 células, 42

1 A parvocelulares y 8 magnocelulares.

0,9 - Para cada registro, se compararon los
038 - T ensayos en el primer tercio del registro
0,7 - con los ensayos en el Ultimo tercio,
0,6 - caICL_JIando los intervglos a analizar en
05 funcion de la duracién total de cada
’ registro. El nimero de espigas en los
0,4 1 primeros ensayos es superior al nimero
03 - de espigas de los ensayos finales,
0,2 4 aunque las diferencias entre ambos
01 - valores no son estadisticamente
0 . significativas (test chi cuadrado; p valor:

ENSAYOS INICIALES ENSAYOS FINALES 0,606971)

p valor: 0,606971

Por este motivo, y dado que la longitud de los registros analizados es muy diversa, se
realizd el mismo analisis clasificando los registros en funcién de su duracién, separando los
registros mas largos (~60 ensayos) de los mas cortos (~30), para analizar si el hecho de que las
diferencias no fuesen estadisticamente significativas era causa de esta variabilidad, y por tanto, de
la necesidad de una longitud minima de registro (lo que se traduce en un ndmero concreto de
ensayos realizados) para poder observar un efecto de la novedad sobre la respuesta visual.

Los resultados obtenidos (Fig. 5.13) muestran que cuando los registros son lo
suficientemente largos (en este caso, numero de ensayos ~60), el nimero de espigas en rafaga
disminuye a medida que trascurre la tarea, y que ademas existen diferencias estadisticamente
significativas entre los valores para el numero de espigas en rafaga entre los ensayos iniciales y
finales (test chi cuadrado; p valor: 0,02).
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Estos resultados indican una influencia de la novedad sobre la generacion de rafagas, que
se traduce en una disminucion del nimero de espigas en rafaga a medida que trascurre la tarea, y
se manifiesta siempre y cuando el registro tenga una longitud minima adecuada.

REGISTROS LARGOS
N=13 Fig. 5.13 Comparacién del numero de
espigas/ensayo espigas para los ensayos iniciales y finales
* en los registros de larga duracion (~ 60
140 A ensayos). Se representa el nUmero de
40 - e N . .

espigas por ensayo, mostrandose que el
1,20 - numero de espigas es menor en los
ensayos finales frente a los iniciales,
1,00 - existiendo diferencias  estadisticamente
significativas entre los resultados (test chi
0,80 1 cuadrado; p valor 0,02). En el caso de los
0.60 registros cortos, con unos 30/35 ensayos,
’ no hay diferencias entre el nimero de
0,40 - espigas para los ensayos iniciales y finales
(test chi cuadrado; p valor 0,98), por lo que
0,20 - los siguientes analisis se centraran en

registros con un minimo de 55 ensayos.

0,00 .
ENSAYO INICIAL ENSAYO FINAL
p valor: 0,02

5.3.2 TAREA VISUAL 2

Se analiz6 la respuesta en rafaga para 46 células (Fig. 5.14 y siguientes), 38 de las cuales
eran de tipo parvocelular y 8 de tipo magnocelular, en ambos monos, en el intervalo de 100 ms
inmediatamente posterior a la apariciéon del estimulo, sin existir diferencias significativas en los
analisis de los distintos tipos celulares.

Esta segunda tarea se plante6 en base a los resultados observados en la tarea 1, y como
analisis complementario a ésta, siendo una tarea mucho mas corta y sencilla. El primate debe
indicar con un movimiento sacadico la posicién de una figura que aparecia en series de 10
repeticiones en diversas posiciones en la pantalla, intercalando la aparicion de figuras diferentes o
novedosas entre dichas series, y analizando las diferencias en la respuesta celular entre la
respuesta ante la aparicion de los distractores y del estimulo visual novedoso.
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A continuacion se muestra la respuesta promedio tonica y en rafagas de las 46 células
que constituyen la muestra, observandose una respuesta semejante a la obtenida en el analisis de
la tarea 1.

RESPUESTA TONICA RESPUESTA EN RAFAGAS
Espigas/bin/ensayo N=46
ESTIMULO ESTIMULO

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

0

-0,25 0 0,25 0,5 0,75 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 T(s)

Fig. 5.14 Representacion de la respuesta celular ante un estimulo visual para una muestra de 46 células de
tipo parvocelular (n=38) y magnocelular (n=8), mostrando la repuesta ténica y en rafaga por separado. Los
resultados se muestran en espigas/bin/ensayo (bin=10 ms). Se observa que la respuesta ténica se mantiene
durante toda la presencia del estimulo mientras que las réfagas se generan inmediatamente tras la aparicién
del estimulo, desapareciendo trascurridos 100 ms.

A. ANALISIS DEL Nl'lME,RO DE ESPIGAS EN RAFAGA Y
DISTRIBUCION DE PROBABILIDAD

El andlisis del nimero de espigas para la muestra de 46 células en los 100 primeros ms
(Fig. 5.15A), mostré un mayor numero de réfagas cuando el estimulo es el diferente frente a las
existentes cuando el estimulo es el repetido, siendo estas diferencias estadisticamente significativas
(test Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,0160913). Se muestran también los resultados para una Unica
célula de tipo parvocelular (célula 4-F2; Fig. 5.15B), que tiene un comportamiento idéntico al
observado en el total de la muestra analizada, siendo las diferencias entre el nimero de espigas
ante ambos estimulos significativa (test Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,0028086).
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FIGURA DIFERENTE

FIGURA IGUAL

CR_> CR_>-

RAFAGAS 100 MS

espigas/ensayo

1 -
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0

*

FIGURA DIFERENTE

espigas/ensayo

1 -
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
04 -
0,3 -
02 -
01 -

0 -
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N=46

FIGURA IGUAL

p valor: 0,0160913

(

FIGURA DIFERENTE

DISTRACTORES

p valor: 0,0028086

Fig 5.15 A) Para 46 células (38 parvo
y 8 magno), se representa nimero de
espigas en rafagas por ensayo
realizado en los 100 ms
inmediatamente  posteriores a la
aparicion del estimulo sobre el campo
receptor celular, comparando la
respuesta en funcion de si el estimulo
presente sobre el campo receptor
celular era el igual o el diferente. Se
observa un mayor nimero de espigas
en rafagas cuando el estimulo
mostrado es el diferente, existiendo
diferencias estadisticamente
significativas entre ambos valores
(test chi cuadrado; p valor: 0,0160913)

Fig. 5.15 B) Ejemplo de la respuesta
en rafaga para los dos tipos de
estimulos, en el caso de una sola
célula  (Cél 4-F2), obteniéndose
idénticos  resultados  (test  chi
cuadrado; p valor: 0,0028086).
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Al analizar las distribuciones de densidad de probabilidad para las mismas células en 100
ms de tiempo (Fig. 5.16), también se observan diferencias en funcion del estimulo presente. En el
andlisis correspondiente a 100 ms, las rafagas se encuentran mas concentradas en el tiempo
cuando la figura presente es la diferente, siendo dichas diferencias estadisticamente significativas
(test Kolmogorov-Smirnov; p-valor: 0,0214224).

DISTRIBUCION DE DENSIDAD DE PROBABILIDAD

RAFAGAS 100 MS
Fig. 5.16 Distribucion de
densidad de probabilidad para
— FIGURA IGUAL Ia§ espigas en rafaga de 46
— FIGURA DIFERENTE Células, 38 parvo y 8 magno, en
los 100 ms inmediatamente
posteriores a la aparicién del
estimulo. Se compara |la
distribucién en  funcion  del
estimulo presente, existiendo
diferencias en la distribucién de
las espigas cuando uno u otro
estimulo estan sobre el campo
receptor celular, siendo dichas
0 diferencias estadisticamente
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 significativas (test Kolmogorov-
Smirnov; p valor: 0,0214224).

O » O~ »w =z m O

P valor: 0,0214224

B. ANALISIS CLUSTER

Para la tarea visual 2, también se realizaron los analisis cluster aplicados en el caso de
la tarea 1, analizando sobre el conjunto de espigas en réafaga el efecto de los factores frecuencia,
duracion y numero de espigas. Los resultados obtenidos se observan en las figuras 5.17 y 5.18,
andlisis para la figura diferente y para la figura repetida respectivamente.

En el caso del analisis para la figura diferente, se observa la existencia de un cluster
mayoritario (cluster n°1), el cual engloba aproximadamente el 71% del total de la variabilidad de
espigas en rafaga (Fig. 5.17A), con una frecuencia de 464,546 Hz, una duracién de 0,0051 ms y un
numero medio de espigas de 2,216 (Fig. 5.17B)

También se muestra el dendrograma correspondiente constituido a partir de los distintos
clusters generados (Fig. 5.17C).
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Figura igual (distractores)

A. Resumen caracteristicas clusters

Cluster |Miembros |Porcentaje

1 1148 83,80

2 167 12,19

3 55 4,01

C. DENDROGRAMA

B. Centroides

Cluster

Frecuencia

Duracion

N° Espigas

1

474,5

0,0056683

2,43815

2

1154,26

0,0018071

2,00599

3

8,87273

358,378

0,0252145

1500

1200

DISTANCIA

(e}
o
o

<R
o
o

300

AEN =

Figura diferente

En el caso del andlisis cluster para la figura diferente o novedosa (Fig. 5.18), también nos
encontramos con un cluster mayoritario que abarca casi el 80% de la poblaciéon de espigas en
rafaga (Fig. 5.18A), con una frecuencia de 458,755 Hz, una duracion de 0,0058 ms y un numero
medio de 2,45 espigas por rafaga (Fig. 5.17B).

En la figura 5.17C, se muestra el dendrograma a partir de los cluster formados con las

rafagas.
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Fig. 5.17 Resumen del analisis cluster
para 46 células, 38 parvo y 8 magno,
analizando la frecuencia, duracién y n°
de espigas de sus rafagas para la figura
igual. Existe un cluster mayoritario (n°
1) que abarca el 83,80% de la
variabilidad. A) Resumen de los cluster.
B) Tabla de valores medios de cada
una de las variables analizadas para

cada cluster. C)
(método  Ward'’s,

clusters

Euclidean)

Dendrogama de

Squared
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A. Resumen caracteristicas Cluster

B. Centroides

Cluster |Miembros |Porcentaje Cluster |Frecuencia |Duracion N° Espigas
1 827 | 8312 1 451,799 |0,00617427 |2,55985
2 191 | 1518 2 102325 0,0020951 |2,03974
i 17 1,71 3 351,051 [0,0319059 |11,1765
C.
DENDROGRAMA
1200 Fig. 5.17 Resumen del analisis cluster
para 46 células, 38 parvo y 8 magno,
1000 analizando la frecuencia, duracién y n°
de espigas de sus rafagas para la figura
< 800 diferente. Existe un cluster mayoritario
O (n® 1) que abarca el 83,12% de la
=z variabilidad. A) Resumen de los cluster.
FEGOO B) Tabla de valores medios de cada
w0 una de las variables analizadas para
0400 cada cluster. C) Dendrogama de
clusters (método Ward's, Squared
200 Euclidean)
0

Por tanto, en esta segunda tarea, se repiten los resultados obtenidos en la tarea visual 1
(Fig. 5.19A): las rafagas de bajo umbral varian su duracion y numero de espigas, siendo los valores
de estos parametros mayores cuando el estimulo mostrado es el novedoso. Sin embargo, la
frecuencia de la rafaga es superior cuando aparecen los distractores. El andlisis estadistico de las
diferencias (test Kolmogorov-Smirnov), resulté ser significativo para los tres parametros estudiados,

como se muestra en la tabla de p valores (Fig. 5.19B).

Los resultados tras el andlisis de esta segunda tarea corroboran los obtenidos en la primera
tarea, indicando que las rafagas de bajo umbral envian informacion concreta a la corteza sobre los
estimulos presentes en el campo visual del primate, realizando un analisis o filtrado inicial de la

informacion visual, al variar sus caracteristicas intrinsecas en funcion de los estimulos mostrados.
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A
FIGURA DIFERENTE

DURACION NUMERO
FRECUENCIA RAFAGA ESPIGAS
- + +
DISTRACTORES
+ - -
B
VARIABLE P VALOR
Frecuencia 0,0165944
Duracién 0,006174
NUmero de espigas ~0,00

Fig. 519 A) Representacion de la variacion de las caracteristicas intrinsecas de las rafagas en funcién del
estimulo presente. Se observa un aumento del nimero de espigas y duracién de la rafaga ante el estimulo novedoso.
Sin embargo, cuando aparecen los distractores, la frecuencia intrinseca de las rafagas aumenta. B) Tabla de p valores
para el analisis de cada una de las variables estudiadas (test Kolmogorov-Smirnov).

C. INFLUENCIA DE LA NOVEDAD SOBRE LA RESPUESTA EN
RAFAGA DE BAJO UMBRAL

Al resultar esta segunda tarea mas sencilla y los ensayos mas cortos (en esta segunda
tarea los estimulos estaban presentes 0,5 segundos previamente al movimiento sacadico mientras
que en la tarea 1 permanecian en la pantalla durante 2 segundos antes de la sacada), se presupone
que el efecto de la novedad sobre las rafagas pueda acentuarse generando una disminucién del
numero de espigas mas acusada que en la tarea anterior, al requerir este segundo ejercicio menos
atencién y ser mas tediosa en su resolucién.
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En la figura 5.20 se muestra la comparacion del nimero de espigas en réfaga por ensayo
comparando los ensayos del primer tercio de cada registro y los ensayos del ultimo tercio. El
numero de rafagas es mayor en los ensayos iniciales, y disminuye a lo largo del registro mostrando
valores inferiores en los ensayos finales (0,85 vs 0,67 espigas en rafaga/ensayo inicial vs final). Sin

embargo, dichas diferencias no son estadisticamente significativas (test chi cuadrado; p valor:
0,606971).

TODOS LOS REGISTROS

RAFAGAS 100 MS

Espigas/ensayo

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

comprobar si, como ocurria en la tarea 1, la duracién de los registros analizados era un factor clave

N=46

ENSAYOS INICIALES

ENSAYOS FINALES

p valor: 0,606971

Fig. 5.20 Efecto de la habituacion
sobre la respuesta en rafagas de
bajo umbral. Comparacién del
nimero de espigas en rafaga entre
los ensayos iniciales y finales (primer
y Ultimo tercio de cada registro) para
46 células (38 parvocelulares y 8
magnocelulares). Se observa una
disminucion del nimero de espigas
en rafaga a medida que se
desarrolla la tarea, siendo estas
diferencias no significativas (test chi
cuadrado; p valor: 0,606971)

Por ello, eliminamos del andlisis los escasos registros con menos de 150 ensayos, para

para obtener resultados significativos en los analisis.

Los resultados mostraron de nuevo una disminucion del numero de espigas entre los

ensayos iniciales y los ensayos finales (0,85 vs 0,55 espigas en rafaga/ensayo), siendo las
diferencias en este caso estadisticamente significativas (test chi cuadrado; p valor: 0,0000232861),
como se muestra en la figura 5.21. Estos datos corroboran los obtenidos en la tarea visual 1,
reforzando la idea de una pérdida paulatina del numero de espigas en réfaga a medida que se
avanza en la resolucion de la tarea y los estimulos diferentes van perdiendo su caracter novedoso.

79



RESULTADOS

SOLO REGISTROS CON MAS DE 150 ENSAYOS

RAFAGAS 100 MS

Espigas/ensayo N=36

Fig. 5.21 Representacion del numero de

A espigas en los primeros ensayos frente
1,00 - al nimero de espigas en los dltimos

0,90 I ensayos para 36 células. Se observa
0,80 - una clara disminucién del numero de
0,70 - espigas por ensayo a medida que
0.60 A trascurre la tarea, siendo dichas
’ diferencias estadisticamente
0,50 1 significativas ~ (test chi  cuadrado;
0,40 - p valor: 0,0000232861) y explicandose
0,30 - el menor numero de espigas en los
0,20 - ensayos finales como una consecuencia
010 - de la pérdida atencional durante la
0'00 . resolucién de la tarea, a medida que el

primate va habituandose a la misma.
ENSAYO INICIAL ENSAYO FINAL

p valor: 0,0000232861

Es importante el hecho de que el nimero de espigas en rafaga en los ensayos finales al
analizar unicamente los registros con mas de 150 ensayos es inferior al obtenido al analizar la
totalidad de los registros, lo que se traduce en una pérdida atencional (o del caracter novedoso del
estimulo diferente) a medida que trascurre la tarea. Ademas, en este segundo analisis, volvemos a
encontrar un factor determinante para poder observar el efecto atencional sobre la respuesta en
rafaga, y es la duracién del registro.

En este caso, el punto de inflexion se encuentra en la realizacion de 150 ensayos, cifra muy
superior a la necesaria para observar un efecto semejante en la tarea 1. Pero es preciso tener en
cuenta que en ésta ultima cada ensayo tenia una duracion mayor, y que la complejidad resolutiva
también era superior, factores a valorar para poder comparar los resultados obtenidos.

En la figura 5.22, a continuacién, se representa un ejemplo de la respuesta en rafaga para
los 49 ensayos analizados en un registro de una célula (célula 32-F2), diferenciando entre los
ensayos en los cuales se muestran los distractores y aquellos en los que aparece la figura
novedosa. Es preciso tener en cuenta que en la tarea visual 2, sélo aparece un estimulo en diversas
posiciones de la pantalla, coincidiendo una de ellas con el campo receptor de la célula que se esta
registrando. Por ello, aunque el registro consta de un total de 200 ensayos, tan sélo disponemos de
los datos referentes a la posicion que coincide con el campo receptor celular, en este caso, un total
de 49 ensayos.
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Se eligio esta célula como ejemplo para mostrar el efecto de la novedad sobre la respuesta
celular debido a su optima respuesta, mostrando una clara disminucion del niumero de espigas ante
la presencia de los distractores, especialmente en los ensayos finales. Sin embargo, es preciso
indicar que el efecto atencional es superior al existente al analizar la respuesta media de la muestra
celular.

En los ensayos iniciales, se generan rafagas tanto ante la presencia de los distractores
como ante el estimulo novedoso, ya que en estos primeros casos, todos los estimulos resultan
novedosos. A medida que avanzamos en la tarea y los distractores aparecen en mayor proporcion,
el estimulo diferente genera mas réafagas que los distractores. Por otro lado, a medida que nos
acercamos a los ensayos finales, se observa una clara disminucion del nimero de espigas en
rafaga ante ambos tipos de estimulos como consecuencia de la pérdida atencional por habituacion a
la tarea visual, aunque mas acusada en el caso de los distractores por aparecer con mayor
frecuencia que el estimulo novedoso. En la figura 5.22, aparecen sefializados con una estrella
aquellos ensayos en los cuales se muestra la figura novedosa y no se generan rafagas.

N2 ESPIGAS EN RAFAGA

N=1
3,5 1
3 -
2,5 A .
* * * * * . Figura novedosa

* *
2 A .
. Distractores
1,5 -
1 4
0,5 A
0

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49  N2ENSAYO

Fig. 5.22 Ejemplo de respuesta en rafaga para una célula de tipo parvocelular (célula 32-F2), mostrando el
numero de espigas en rafaga por ensayo realizado, diferenciando entre distractores y estimulo novedoso. Se
observa que se genera una mayor proporcion de réfagas en los ensayos iniciales, la cual disminuye a medida
que avanzamos en el registro, y que en los ensayos finales, existe un menor numero de espigas en réfaga,
incluso ante la figura novedosa, como resultado de la pérdida atencional ante la tarea visual por habituacion a
la misma. Se marca con una estrella los ensayos en los que se muestra la figura novedosa y no se generan
réfagas de bajo umbral.

Si analizamos la respuesta en rafaga para cada tipo de estimulo por separado (Fig. 5.23 y
Fig. 5.24), observando la respuesta inicial y final para los distractores y la figura novedosa, en el
caso de ésta Ultima, obtenemos valores del nimero de espigas en rafaga muy superiores en los
ensayos iniciales, disminuyendo abruptamente en los ensayos finales (Fig. 5.23A). Sin embargo, en
el caso de los distractores (Fig. 5.23B), la disminucién del nimero de espigas entre los ensayos
iniciales y finales es menos, de 0,59 a 0,51 espigas por ensayo.

81



RESULTADOS

FIGURA DIFERENTE FIGURA IGUAL
A B
* N= 36
1,2 - -
1,2 -
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p valor: 0,000072454 p valor: 0,978253

Fig. 5.23 Comparacion de las rafagas generadas en los ensayos iniciales y en los ensayos finales, para la
figura diferente y la figura igual, de forma independiente. A) Figura diferente. El nimero de espigas en rafaga es
muy superior en los ensayos iniciales, disminuyendo de forma importante en los finales. Las diferencias entre
ambos tipos de ensayos son significativas (test chi cuadrado; p valor: 0,000072454) B) Figura igual. No existen
diferencias entre el niimero de espigas en rafaga entre los ensayos iniciales y finales (test chi cuadrado; p valor:
0,978253)

Interesante es el hecho de que el nimero de rafagas generadas por el estimulo diferente en
los ensayos iniciales (0,945 espigas/ensayo) es muy superior al generado por la figura igual
(0,6 espigas/ensayo) (Fig 5.24A). Ambos valores disminuyen en los ensayos finales (Fig. 5.24B), y,
aunque existe una ligera tendencia a que el nimero de espigas por rafaga sea superior ante la
figura novedosa, (0,59 vs 0,51 espigas por ensayo figura novedosa vs distractores), dichas
diferencias no son significativas.

Por tanto, de estos resultados se obtienen dos conclusiones principales: el numero de
rafagas generadas por la figura diferente es mayor que el nimero de réfagas generadas por los
distractores, tanto en los ensayos iniciales como en los finales, y la caida en el nimero de espigas
en rafaga es mas pronunciada en el caso de la figura diferente (36% de disminucién de respuesta
frente a un 25% en el caso de los distractores).

De hecho, el numero de espigas en rafaga para la figura diferente en los ensayos finales
(Fig. 5.24B), no presenta diferencias estadisticas con el valor obtenido en el caso de los
distractores, lo que indica que la figura distinta ha perdido su caracter novedoso respecto a las
figuras repetidas y que no se observan diferencias atencionales o causados por la novedad, entre
ambos estimulos.
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Fig. 5.24 Comparacion de las rafagas generadas en los ensayos iniciales y en los ensayos finales por cada tipo de
estimulo. A) Ensayos iniciales. Diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de espigas en rafaga
generadas en presencia del estimulo igual y del diferente (test chi cuadrado; p valor: 0,011682). B) Ensayos finales.
El nimero de rafagas disminuye tanto para la figura igual como para la diferente respecto al generado durante los
ensayos iniciales, siendo dicha disminucion mucho mas acusada en el caso de la figura diferente. Las diferencias no
son significativas en este caso (test chi cuadrado; p valor 0,212524)

5.4 RESPUESTA TONICA: FUNCION EN EL
PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION VISUAL

Una vez analizados los patrones de respuesta para las espigas en rafaga, se procede a
analizar la respuesta tonica, para observar si estas espigas se comportan de una manera distinta a
las rafagas ante la presencia de diferentes estimulos, constituyendo un patron de disparo
caracteristico y propio, o por el contrario muestran una respuesta similar a la observada para las
espigas en rafaga. Partimos de la base de la existencia de ciertas diferencias, ya que las espigas
ténicas aparecen posteriormente a la respuesta en rafaga, manteniéndose durante toda la presencia
del estimulo.

Se analizan tanto el nimero de espigas tonicas por ensayo para los distractores y la figura
diferente, como la distribucion de probabilidad para ambas tareas independientemente, al igual que
en el caso de las rafagas.
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A.  ANALISIS DEL NUMERO DE ESPIGAS TONICAS Y DISTRIBUCION
DE PROBABILIDAD

Para realizar los histogramas representando la respuesta tonica para la figura igual y para la
figura diferente, dado que la proporcion de ensayos es 3:1 distractor/estimulo novedoso, se
normalizaron los datos en espigas/bin/ensayo, al igual que con las rafagas de bajo umbral.

Al analizar la respuesta ténica ante ambos estimulos (Fig. 5.25), inicialmente no existen
diferencias en la respuesta para figura novedosa y distractores (test Kolmogorov-Smirnov; p valor:
0,402826), y de hecho las graficas resultantes son muy semejantes a simple vista, como se puede
apreciar también en la ampliacién del pico méximo de respuesta, en la gréfica a continuacion.

N¢ espigas/bin/ensayo

N=50
0,9 -

— =T

i
1
|

0,8 - 1
1
1
i

0,7 -

0,6 -
0,5 - e FIGURA NOVEDOSA

04 - e DISTRACTORES

0,2 -

0,1 -

0 T T T T
-0,5 0 0,5 1 1,5 p valor: 0,402826

Fig. 5.25 Histograma de la respuesta tonica para 50 células, normalizado en espigas/bin/ensayo (bin=10 ms),
representando la respuesta en funcién del estimulo. En azul, respuesta ante la figura diferente (estimulo
novedoso) y en gris para los distractores. No existen diferencias en la respuesta ténica ante ambos tipos de
estimulos (test Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,402826). Se muestra ampliado el pico maximo de respuesta,
dénde se encuentran las diferencias mas acusadas entre las respuestas para ambas figuras.

Sin embargo, podrian existir ciertas diferencias en el nimero de espigas o la distribucion de
las mismas enmascaradas por el tipo de andlisis realizado o restringidas a un intervalo de tiempo
concreto de la respuesta. Por ello, se analizaron dos intervalos de tiempo tras la aparicién del
estimulo visual: 100 ms para comparar la respuesta con la de las rafagas y observar el
comportamiento de la respuesta tonica en este intervalo inmediatamente posterior a la aparicion del
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estimulo, y 500 ms porque este intervalo concentra casi el 40% del total de espigas (maximo pico de
respuesta) y en los analisis preliminares inicialmente realizados determinaban que este intervalo era
el que presentaba mayores diferencias en funcion del estimulo mostrado.

Los resultados se presentan de forma independiente para ambas tareas visuales.

Tarea visual 1

Se analiz6 la respuesta tonica obtenida para un conjunto de 50 células, 42 de ellas de
tipo parvocelulary 8 de tipo magnocelular, en dos intervalos de tiempo tras la aparicion del estimulo:
100 ms y 500 ms.

El intervalo correspondiente a 100 ms (Fig. 5.26A), muestra que el nimero de espigas
por ensayo es superior en el caso de la figura diferente (6,23 espigas/ensayo frente a 5,25
espigas/ensayo para la figura igual), sin existir diferencias estadisticamente significativas en los
resultados (test chi cuadrado; p valor: 0,417302), las cuales tampoco existen en el caso de la
distribucion de probabilidad (test Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,25836) (Fig. 5.26B)

El analisis del intervalo de 500 ms tras la aparicidn del estimulo muestra resultados
semejantes en cuanto al numero de espigas por ensayo, con tendencia a la existencia de un mayor
numero de espigas ante la figura diferente, sin presentar significancia estadistica (test chi cuadrado;
p valor: 0,144292) (Fig. 5.27A). La distribucién de densidad de probabilidad para este intervalo de
tiempo tampoco presenta diferencias (Fig. 5.27B) en funcién del estimulo visual presente (test
Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,120668).

Por tanto, en esta primera tarea la respuesta ténica no varia, ni en numero de espigas
por ensayo ni en su distribucion de probabilidad en funcion de la figura presente sobre el campo
receptor de la célula registrada, corroborédndose las diferencias entre espigas tonicas y rafagas que
presuponiamos existirian debido a las diferentes funciones que cada tipo de respuesta desempefia
en el procesamiento de la informacion visual.
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Fig. 5.26 Comparacion del nimero de espigas tonicas en una muestra 50 células parvocelulares (N=42) y
magnocelulares (N=8). A) Numero de espigas por ensayo para figura igual y figura diferente. EI nimero de
espigas es ligeramente superior para la figura diferente pero sin existir diferencias estadisticamente significativas
(test chi cuadrado; p valor: 0,144292). B) Distribucion de densidad de probabilidad para figura igual y figura
diferente. No existen diferencias estadisticamente significativas entre ambas distribuciones para un tiempo de
100 ms tras la aparicion del estimulo (test Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,120668).
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Fig. 5.27 Comparacion del nimero de espigas tonicas en una muestra 50 células de tipo parvocelular y magnocelular
en el intervalo de tiempo de 500 ms tras la aparicion del estimulo visual. A) Nimero de espigas por ensayo para
figura igual y figura diferente. EI nimero de espigas es superior para la figura diferente pero sin presentar diferencias
estadisticamente significativas (test Chi cuadrado; p valor: 0.417302). B) Distribucion de densidad de probabilidad
para figura igual y figura diferente. Tampoco existen diferencias estadisticamente significativas entre la distribucién
para la figura igual y para la figura diferente (test Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0.0832087).

86



RESULTADOS

Tarea visual 2

En el caso de esta segunda tarea, los analisis se realizaron sobre una muestra de 46
células, siendo 38 de las mismas de tipo parvocelular y las restantes 8 de tipo magnocelular.

En esta segunda tarea, los resultados son semejantes a los obtenidos en la primera tarea:
el nimero de espigas por ensayo en el caso del intervalo de 100 ms (Fig. 5.28A) es igual para
ambos estimulos visuales, sin existir diferencias estadisticas (test Chi cuadrado; p valor: 0,292465).
Lo mismo ocurre en el caso de la distribucién de probabilidad (test Kolmogorov-Smirnov; p valor:
0,25836) (Fig. 5.28B).

El analisis del intervalo de 500 ms (Fig. 5.29) tampoco muestra diferencias entre el nimero
de espigas para cada tipo de estimulo visual (25,0078 y 24,6796 espigas/ensayo para la figura
diferente y la figura igual respectivamente). La distribucion de probabilidad tampoco muestra
ninguna diferencia estadisticamente significativa entre la respuesta ante ambos estimulos (test
Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,288452).

A ESPIGAS TONICAS 100 MS B DISTRIBUCION DE DENSIDAD
Espigas/ensayo DE PROBABILIDAD

6 - N=46

— FIG IGUAL
1 — FIG DIFERENTE
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0 0,02 0,04 0,08 0,08 01

FIGURA DIFERENTE FIGURA IGUAL

P valor: 0,584008
P valor: 0,292465

Fig. 5.28 Comparacion del nimero de espigas tonicas en una muestra 46 células de tipo parvocelular y
magnocelular. A) Numero de espigas por ensayo para figura igual y figura diferente. EI nUmero de espigas es
ligeramente superior para la figura diferente, pero sin existir diferencias estadisticamente significativas (test Chi
cuadrado; p valor: 0,292465). B) Distribucion de densidad de probabilidad para figura igual y figura diferente. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre ambas distribuciones para un periodo de tiempo de 100 ms
tras la aparicion del estimulo (test Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,584008)
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DE PROBABILIDAD

Espigas/ensayo N=46

30 4 24
— FIG IGUAL
25 -~ — FIG DIFERENTE
20 A

15 A

DENSIDAD
¢

10 -

0 01 02 03 04 05
FIGURA DIFERENTE FIGURA IGUAL

P valor: 0,288452
P valor: 0,650448

Fig. 5.29 Comparacién del nimero de espigas tonicas en una muestra 46 células de tipo parvocelular y magnocelular
en el intervalo de tiempo de 500 ms tras la aparicion del estimulo visual. A) Numero de espigas por ensayo para figura
igual y figura diferente. EI nimero de espigas es superior para la figura diferente pero sin presentar diferencias
estadisticamente significativas (test Chi cuadrado; p valor: 0,650448). B) Distribucién de densidad de probabilidad para
figura igual y figura diferente. Tampoco existen diferencias estadisticamente significativas entre las distribuciones para
los distintos estimulos (test Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,288452)

Por tanto, los resultados de ambas tareas coinciden, mostrando que la respuesta tonica no
varia ni en nimero de espigas por ensayo ni en su distribucion de probabilidad en funcién del
estimulo mostrado (figura diferente/distractores). Este hecho determina que la respuesta ténica
transmite a la corteza informacion visual diferente a la codificada por las rafagas, probablemente
analizando de forma detallada las caracteristicas de los estimulos, o acerca de aquellos cambios
que se producen progresiva o gradualmente en los mismos, como variaciones en el contraste,
luminosidad, etc.

B. INFLUENCIA DE LA NOVEDAD SOBRE EL DISPARO TONICO

En vista de los resultados obtenidos en los analisis previos, no se esperaba encontrar en el
disparo tonico una reduccion de la respuesta debido a un efecto relacionado con la novedad del
estimulo semejante al observado en las rafagas, por lo que los analisis se realizaron Unicamente en
la tarea 2, mas apropiada para tal fin.
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Tal y como se determind con anterioridad, se utilizaron unicamente los registros
previamente determinados como “largos”, con un minimo de 150 ensayos.

A pesar de que el niumero de espigas tonicas es mayor en los ensayos iniciales frente al
existente en los ensayos finales para ambos estimulos (Fig.5.30), existen dos diferencias con la
respuesta en réafaga:

Por un lado, la disminucion del nimero de espigas tonicas es menor, siendo ésta de un 15%
frente al aproximadamente 30% de disminucién media en la caida de la respuesta en réfaga.

Ademas, esta disminucion de la respuesta en rafaga resultaba ser superior en el caso del
estimulo novedoso (36%) frente a la observada en los distractores (25%), mientras que en el
disparo ténico la caida de respuesta es equivalente para ambos estimulos (~15%). En ningin caso
existen diferencias significativas para dicha caida en la respuesta (Figura igual: test chi cuadrado; p
valor: 0,4765140; Figura diferente: test chi cuadrado; p valor: 0,565439), lo que sugiere que el efecto
observado es principalmente debido a la habituacion del animal a la tarea y a la pérdida general de
atencién hacia la misma, y no atribuible a una diferencia en la “novedad” del estimulo mostrado.

Los resultados obtenidos denotan claras diferencias en el comportamiento de las espigas
ténicas frente al mostrado por las rafagas, determinandose que la novedad afecta en mayor medida
a la respuesta en rafaga frente al efecto sobre el disparo tonico, indicio nuevamente de que las
funciones de ambos tipos de respuesta son distintas.

Tarea visual 2 (Registros de mas de 150 ensayos)

Espigas/ensayo N=36 Fig. 5.30 Representacién del numero de
espigas tonicas para los 100 ms
posteriores a la aparicion del estimulo en

8 los ensayos iniciales y finales de 46
7 - T T células de tipo parvocelular vy

magnocelular, realizado de forma
6 independiente para las figuras igual y
5 . diferente. Se analiz6 el resultado obtenido

en la tarea 2, utilizando unicamente los
4 - L4 INICIAL registros con mas de 150 ensayos
(largos). Ante ambos estimulos, el nimero

3 W FINAL de espigas disminuye en los ensayos
finales respecto al nimero existente en los
2 1 ensayos iniciales, sin existir diferencias
1 - estadisticamente significativas para dicho
descenso en ningun caso. (Figura igual:
0 . ) test chi cuadrado; p valor 0,4765140;
FIGURA IGUAL FIGURA DIEERENTE Figura diferente: test chi cuadrado; p

valor: 0,565439).

p valor: 0,4765140 p valor: 0,565439
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5.5 ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL (EMT)

El protocolo de experimentacion utilizado para la aplicacion de la EMT consta de tres
registros: un registro previo a la aplicacion de la EMT (registro control) para establecer una actividad
neuronal inicial en condiciones normales, aplicacién de la EMT durante 4 minutos sobre V1 (a una
frecuencia de 0,8 Hz al 60% de la capacidad de salida del equipo), un segundo registro
inmediatamente posterior a la finalizacion de la aplicacion de la EMT (registro post-EMT) con una
duracion aproximada de 4 minutos (tiempo aproximado de duracién del efecto 6ptimo de la EMT),
una pausa de 10 minutos para permitir la recuperacion total de la actividad neuronal inicial, y un
ultimo registro (4-5 minutos) para observar la actividad una vez desaparecido el efecto de la EMT.

Durante el protocolo de experimentacion, en todos los registros, el primate se encuentra
realizando la tarea visual 1, la cual consiste en diferenciar de entre cuatro figuras geométricas, la
Unica diferente de las otras tres. En el intervalo de 4 minutos en el cual se aplican los pulsos de
EMT, el primate no ha de realizar ninguna tarea.

5.5.1 EFECTO DE LA EMT SOBRE LA ACTIVIDAD NEURONAL

Estudios previos, tanto en humanos (Chen et al., 1997; Kosslyn et al., 1999; Bolognini et al.,
2009b) como en modelos animales como el gato (de Labra et al., 2007; Espinosa et al., 2007, 2011),
indicaban que la aplicacién de EMT a bajas frecuencias (<1 Hz) sobre V1 durante intervalos de
tiempo de varios minutos (variables en funcién de otros parametros como el tipo de bobina, la
frecuencia de estimulacion, etc) generaba un efecto inhibidor reversible de la actividad cortical. En
nuestros resultados, para una muestra de 8 células, 2 de tipo magnocelular y 6 de tipo parvocelular,
existe una caida significativa de la respuesta visual, tanto durante la actividad espontanea (tiempo
previo a la aparicion del estimulo) como durante la actividad visual evocada (Fig. 5.31). El
porcentaje de disminucion de la respuesta visual en el intervalo de tiempo en el cual se muestra el
estimulo visual es de un 23,051% de media.

Ademas, se comprobo si el tiempo establecido como de recuperacion tras la aplicacion de la
estimulacion era suficiente y adecuado, y para ello se compard la actividad (n° espigas/bin/ensayo,
con bins de 10 ms) en los registros control y de recuperacién (Fig. 5.31), sin existir diferencias
estadisticamente significativas entre ambos registros (test chi cuadrado; p valor: 0,994), lo cual era
indicativo de que la actividad neuronal volvia a alcanzar valores semejantes a los iniciales.
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RESPUESTA CELULAR A UN ESTIMULO VISUAL

A

Espigas/ensayo N=8
ESTIMULO VISUAL

4,5 1 —— CONTROL

—EMT
3,5 - .
—— RECUPERACION

2,5 -

1,5

-0,25 0 0,25 0,5

B

Espigas/ensayo
ESTIMULO VISUAL N=1

5 - —— CONTROL
—EMT
—— RECUPERACION

-0,25 0 0,25 0,5 T(s)

Fig. 5.31 A) Influencia de la EMT
sobre la respuesta visual a un
estimulo. En azul, se representa
la respuesta visual previa a la
aplicacion de la EMT (control),
en rojo la respuesta visual ténica
inmediatamente después de la
EMT (post-TMS), y en gris, la
respuesta visual ténica
trascurridos 10 minutos desde la
aplicaciéon de la EMT
(recuperacion). La  actividad
visual disminuye
significativamente  al  aplicar
EMT, volviendo a recuperarse la
actividad inicial tras un tiempo
aproximado de 10-15 minutos.

B) Ejemplo del efecto de la
aplicacién de EMT sobre la
respuesta visual a un estimulo
para una Unica célula (célula 3-
F2) de la muestra.

Sin embargo, la EMT posee su efecto maximo inmediatamente después de su aplicacion, por
lo que podria ser que, a medida que avanzamos en el registro, se viese atenuado el efecto inhibidor
sobre la respuesta celular, afectando a los resultados obtenidos. Por ello, se dividieron los registros
post-EMT en dos tramos, que se analizaron por separado: los primeros 120 s de registro como
intervalo inicial y de 120 a 240 s de registro como tramo final, para comprobar si habia variaciones

en la actividad neuronal a medida que trascurria el tiempo (Fig. 5.32).
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Los resultados obtenidos muestran que la actividad en los primeros 120 segundos de
registro post-EMT es ligeramente inferior a la existente en el segundo intervalo, pero no existen
diferencias entre las respuestas en ambos intervalos (test Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,937503).
Por tanto, se comprob6 que el efecto de la EMT va disminuyendo paulatinamente a medida que
trascurre el tiempo, pero se mantiene un efecto inhibidor de la actividad cortical fuerte y estable
durante la totalidad de los registros tras la aplicacion de EMT.

EFECTO EMT SOBRE RESPUESTA VISUAL

Espigas/ensayo

50 - A
45 - r B

40 -
35 4
30
25 4
20
15 -
10 -

CONTROL 0-120SEG 120 - 240 SEG RECUPERACION

Fig. 5.32 Influencia de la EMT sobre la respuesta visual. De izquierda a derecha, en gris, respuesta visual previa a la
aplicacion de la EMT (control); en azul, respuesta visual inmediatamente tras la aplicacion de EMT, dividiendo los
registros en dos tramos de 120 segundos de duracion cada uno; en negro, respuesta visual trascurridos 10 minutos
desde la aplicacién de la EMT (recuperacién). La actividad visual disminuye al aplicar EMT, volviendo a recuperarse
la actividad tras un tiempo aproximado de 10 minutos. Las diferencias entre la respuesta en el registro control y el
primer tramo del registro tras la aplicacion de EMT, asi como entre el segundo tramo y el registro de recuperacién
son estadisticamente significativas (test Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,011682 y p valor: 0,002569,
respectivamente), mientras que no existen diferencias entre las respuestas entre ambos tramos del registros tras la
EMT (en la grafica, en azul) (test Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,937503).

En ambos tramos del registro posterior a la aplicacién de EMT (en la grafica, en azul), la
respuesta celular es claramente inferior a la existente durante los registros control y de
recuperacion. El tiempo de registro posterior a la EMT y el periodo de reposo para la recuperacion
de la actividad cortical parecen suficientes y adecuados.
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Por otro lado, se realizd una segunda comprobacién del efecto de la EMT sobre la
respuesta visual, analizando el efecto del bloqueo cortical sobre los 500 ms de duracién de los
ensayos (tiempo en el que esta presente el estimulo visual). Para ello, se dividié el tiempo de
respuesta (500 ms) en 4 intervalos de 100 ms cada uno, despreciando el Gltimo por ser de duracion
variable (Fig. 5.33). Los resultados muestran que el mayor efecto de la EMT se produce en el primer
intervalo de 100 ms tras la aparicion del estimulo, donde el porcentaje de espigas disminuye casi un
40% respecto al existente en los registros control. En el resto de los intervalos, esta la caida de la
respuesta es de 22%, 20% y 7% respectivamente, disminuyendo el efecto inhibidor de la EMT
progresivamente a medida que trascurre el tiempo de presentacion del estimulo. Estas
disminuciones del numero de espigas son estadisticamente significativas para todos los intervalos
analizados (Test chi cuadrado; p valor 0-100 ms: 1,82E-10; p valor intervalos restantes: ~ 0,00).

Disminucion del
porcentaje de espigas

45 -+
40 -+
35 -
30 -
25 -

(*)
(*)
20 - (*)
15 -
10 - i i (*)
3 -
0 . . .

0-0,1SEG 0,1-0,2SEG 0,2-0,3SEG  0,3-0,4 SEG

Fig. 5.33 Disminucion de la repuesta visual para una muestra de 8 células taldmicas inmediatamente tras la
aplicacién de la EMT, dividiendo esta respuesta ante un estimulo visual en intervalos de 100 ms. El intervalo
mas afectado es el correspondiente a los primeros 100 ms tras la aparicién del estimulo, con una caida en la
respuesta visual de casi un 40%. En el resto de los intervalos, la disminucidn del nimero de espigas oscila entre
un 7 y un 20%. En todos los intervalos, las diferencias en el numero de espigas antes y después de la aplicacion
de la EMT presentan diferencias estadisticas (*)

(*) EI ltimo intervalo, correspondiente a 400 — 500 ms es un intervalo de tiempo variable para los diferentes ensayos
con la finalidad de que el animal no se adelante en la respuesta a la desaparicion del estimulo visual, y por ello no se
analiza.
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A

Espigas/ensayo

5 -
4,5 -
4
3,5 -
3 -
2,5 -
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1,5 A
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5.6.2

EFECTO DE LA EMT SOBRE LAS ESPIGAS TONICAS Y LAS
RAFAGAS DE BAJO UMBRAL

Si analizamos la respuesta visual antes y después de la aplicacion de la EMT dividiéndola
en espigas tonicas y rafagas, los resultados obtenidos son bastante diferentes. En el caso de la
respuesta tonica, son practicamente iguales a los obtenidos para la respuesta total, ya que el
porcentaje de espigas disminuye en el registro inmediatamente posterior a la aplicacion de la EMT
un 23%, volviendo a alcanzar valores semejantes a los iniciales en la recuperacion (Fig. 5.34A y B).

RESPUESTA TONICA

N=8
ESTIMULO VISUAL

——— CONTROL
——EMT
—— RECUPERACION

-0,25

Espigas/ensayo
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0 0,25 0,5 T(s)

N=1
ESTIMULO VISUAL
——— CONTROL
——EMT
T —— RECUPERACION
-0,25 0 0,25 0,5 Ts)

Fig. 5.34 A) Influencia de la
EMT sobre la respuesta tonica
para una muestra de 8 células,
parvocelulares (6) y
magnocelulares (2). Igual que
en la grafica anterior, se
muestra la respuesta visual
ténica previa a la aplicacion de
la EMT (control), la respuesta
inmediatamente generada tras
la aplicacion de la EMT (post-
EMT) y trascurridos 10 minutos
desde la aplicacién de la EMT
(recuperacion). La actividad
visual disminuye al aplicar los
pulsos de  estimulacion,
volviendo a recuperarse la
actividad inicial tras un tiempo
aproximado de 10-15 minutos.

B) Misma grafica para un
ejemplo de célula parvocelular
(cél 3-F2), observandose los
mismos efectos que en la
totalidad de la muestra.
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Para la respuesta tonica, la diferencia entre el nimero de espigas en los registros control y
los registros post-EMT es estadisticamente significativa (test Kolmogorov-Smirnov; p valor: ~0,00),
mientras que entre éstos ultimos y los registros de recuperacion, no existen dichas diferencias (test
Kolmogorov-Smirnov; p valor: 0,210922). Se muestran los resultados tanto para el total de las
células en la muestra (Fig. 5.34A) como para el ejemplo de una célula individual, con idénticos
resultados (Fig. 5.34B).

En el caso de las rafagas de bajo umbral, el efecto de la EMT hace disminuir de forma
drastica, un 90,98%, el porcentaje de espigas en rafaga (Fig. 5.35 y 5.36). Sin embargo, en este
caso, tras el periodo de recuperacion, la repuesta en rafaga de bajo umbral aumenta ligeramente
pero no vuelve a alcanzar los valores mostrados inicialmente (Fig. 5.35, recuperacion). En el
andlisis de la respuesta entre los registros posteriores a la aplicacion de la EMT vy los registros tras
la recuperacion, tampoco se encontraron diferencias significativas (test Kolmogorov-Smirnov; p
valor: 0,532046).

Ante esta falta de recuperacién de la respuesta en rafaga, presuponemos que es preciso un
mayor periodo de tiempo tras la aplicacion de EMT para obtener de nuevo una respuesta similar a la
inicial. En las graficas a continuacion (pag. 114), se muestra tanto la respuesta promedio del total
de células analizadas (Fig. 5.35A) como la respuesta de una unica célula como representacion de la
muestra (Fig. 5.35B).

Por tanto, si bien la EMT a bajas frecuencias aplicado sobre V1 genera un efecto inhibidor
sobre la corteza visual primaria que afecta a la actividad del NGL haciendo que ésta disminuya,
dicho efecto no es homogéneo para ambos tipos de respuesta talamica (Fig. 5.36), afectando en
mayor medida a las rafagas de bajo umbral, las cuales presentan una disminucién mas acusada de
la respuesta y precisan de un mayor intervalo de tiempo para su recuperacion.

PORCENTAIJE DISMINUCION RESPUESTA

%

N=8 Fig. 5.36 Representacion del
100 1 porcentaje medio de disminucion de
90 respuesta en rafaga y en espigas
80 - ténicas para 8 células durante los
70 - H RAFAGAS primeros 100 ms inmediatamente
60 - . posteriores a la aparicion del
50 - M TONICO estimulo visual. La disminucion de
40 - las rafagas alcanza valores de
30 - aproximadamente el 91% mientras
20 - que el disparo ténico disminuye en
10 - un 37% de media.

0 .

RAFAGAS TONICO
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RESPUESTA EN RAFAGAS

Espigas/ensayo N=8
ESTIMULO VISUAL
1 —— CONTROL
i ——EMT
T —— RECUPERACION
-0,25 0 0,25 T(s)
Espigas/ensayo
N=1
1 ESTIMULO VISUAL
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Fig. 5.35 Influencia de la EMT
sobre las rafagas de bajo
umbral. A) Respuesta visual en
rafagas para una muestra de 8
células, previa a la aplicacion
de la EMT (control), respuesta
en rafagas inmediatamente
después de la EMT (EMT) y la
respuesta en rafagas
trascurridos 10 minutos desde
la aplicacion de la EMT
(recuperacion). Las rafagas de
bajo  umbral  disminuyen
significativamente al  aplicar
EMT, no volviendo a los valores
originales en el tiempo
estudiado durante el protocolo
experimental.

B) Se representa el mismo
analisis para un ejemplo de una
Unica  célula  de tipo
parvocelular, mostrandose
resultados semejantes en los
tres tipos de registro (célula 3 -
F2)
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5.5.3 INFLUENCIA DE LA EMT SOBRE LA CONDUCTA OBSERVADA
DURANTE LA REALIZACION DE LA TAREA VISUAL

La EMT aplicada sobre la corteza visual primaria posee un efecto inhibitorio del bucle
cortico-talamico, lo cual disminuye la actividad de las células del NGL, e interfiere de forma
transitoria el procesamiento y transmisién de informacién visual. Por ello, es factible plantearse que
esta disminucién de la actividad neuronal pudiese afectar a la resolucién de la tarea visual que el
primate esta realizando.

Para comprobar dicha teoria, se analizaron los porcentajes de errores de los registros
previos e inmediatamente posteriores a la aplicacién de EMT, asi como en los registros tras el
periodo de recuperacion (Fig. 5.37). Si como hemos comprobado, la inhibicidn de la corteza afecta a
la actividad taldmica, y por tanto a la trasmision de informacion visual sobre los estimulos
mostrados, deberia observarse un efecto negativo en la resolucion de la misma que se traduciria en
un aumento del numero de errores cometidos por el primate.

El anélisis muestra un aumento significativo del niumero de errores en los registros
posteriores a la aplicacion de la EMT con respecto a los cometidos en los registros control o previos
(Fig. 5.37), recuperando valores semejantes a los iniciales en los registros realizados tras el periodo
de recuperacion (15 minutos desde la aplicacién de EMT).

EFECTO EMT SOBRE PORCENTAIJE DE
ERRORES

% N=16 Fig. 5.37 Representacion del
porcentaje de errores en cada

40 1 uno de los tres tipos de registros
35 - (control, EMT vy recuperacion)
30 - durante el registro de 16 células,

mostrando que el nimero de
25 - errores aumenta tras la aplicacion
20 - de los pulsos de estimulacion

respecto al porcentaje obtenido
15 4 durante los registros control,
10 - determinando un efecto de la

EMT sobre el procesamiento de
5 la informacion (Test de Kruskal-
0 . Wallis; p valor: 0,00893358).

CONTROL EMT RECUPERACION

Estos resultados indican que la EMT, al afecta tanto ala corteza visual primaria como a
la via cortico-talamica, inhibe la transmision de informacion entre ambas estructuras, lo cual se
traduce en una disminucion de la actividad en el NGL que afecta al procesamiento de informacion
visual, y por tanto, a la correcta resolucion de la tarea.
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6. DISCUSION

6.1 CARACTERIZACION DE LOS DISTINTAS RESPUESTAS
NEURONALES EN EL NGL

En el NGL del tdlamo, y como resultado de la aparicién de un estimulo visual, existen dos
tipos de respuesta implicadas en la transmisién de informacién a la corteza visual: el disparo tonico
y las rafagas de bajo umbral. Estas dos respuestas poseen caracteristicas muy diferentes, pero
ambas participan activamente en el procesamiento de los estimulos sensoriales, como se ha ido
demostrando en numerosas investigaciones a lo largo de los ultimos afios (Guido et al., 1992, 1995;
Guido & Weyand, 1995; Mukherjee & Kaplan, 1995; Reinagel et al., 1999; Edeline et al., 2000;
Ramcharan et al., 2000; Swadlow & Gusev, 2001; Weyand et al., 2001).

Sin embargo, las rafagas fueron consideradas durante un largo periodo de tiempo como un
estado de desconexidn neuronal, debido a que este tipo de actividad aparecia asociada al suefio de
ondas lentas o a estados de anestesia profunda (Steriade et al., 1993a, b; McCormick & Bal, 1997).
Es preciso tener en cuenta que la existencia de rafagas de bajo umbral asociadas a ondas ritmicas
si es claramente observable en ciertos nucleos talamicos, y que la frecuencia de aparicién de las
mismas varia considerablemente en funcién del sistema sensorial del que estemos hablando. Por
ejemplo, en el sistema somatosensorial, tanto durante el suefio como en estados de alerta, la
proporcion de rafagas es mucho mayor (30-40%) que en el sistema visual, existiendo rafagas
asociadas a oscilaciones durante el suefio de ondas lentas (Steriade et al., 1993a, b; Ramcharan et
al., 1999). Pero estos resultados no son aplicables a todos los nucleos talamicos, y concretamente,
en el NGL no existe este mismo patrén para la respuesta en rafaga.

Algunos estudios realizados en NGL de gato, demostraron que la aparicién de rafagas
asociadas a fenémenos de oscilacion ritmica, tipicos de estados de suefio, eran procesos poco
frecuentes en el patron de generacion de las rafagas de bajo umbral (McCarley et al., 1983). Es
mas, diversos estudios llevados a cabo en tadlamo de primate y gato también durante el suefio
(Ramcharan et al., 2000; Weyand et al., 2001), determinaron que la aparicién de rafagas asociadas
a oscilaciones ritmicas eran practicamente inexistentes o bien fendmenos puntuales.

Es necesario sefialar que si se han encontrado rafagas asociadas a fendmenos de
oscilacion ritmica en algunos experimentos realizados in vitro (Jahnsen & Llinas, 1984 a, b;
McCormick & Pape, 1988; Leresche et al., 1991), o en ciertos registros realizados in vivo
(Deschénes et al., 1984, 1985; Hu et al., 1989 a; Steriade et al., 1989, 1991; Curr6 Dossi et al.,
1992), aunque, probablemente estos resultados sean debidos a que dichos experimentos se
realizaron bajo condiciones experimentales diferentes a las fisioldgicas, y que supone una
desconexion entre el tdlamo y sus aferentes.
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De hecho, estudios mas recientes (Grieve et al., 2009), corroborando hipdtesis postuladas
en trabajos previos (McCarley et al., 1983; Esguera & Sur, 1993; Ramcharan et al., 2000; Sherman
& Guillery, 2002), muestran que ambas respuestas, en rafagas y tdnica, aparecen intercaladas
durante la actividad taldmica, indicando que la modulacién de la respuesta en rafagas supone
mecanismos de gran complejidad, incluso durante estados de anestesia, que incluyen las
propiedades de los circuitos locales implicados, las propiedades intrinsecas de la membrana vy las
caracteristicas biofisicas de la corriente It (Steriade & Llinas, 1988; McCormick & Feeser, 1990; Von
Krosigk et al., 1993; Bal & McCormick, 1997).

Por otro lado, si bien el disparo tonico es la respuesta neuronal mas abundante durante
estados de alerta en las neuronas de relevo del NGL, también lo es durante el suefio, aunque en
este estado, el porcentaje de rafagas aumenta considerablemente en comparaciéon con las
existentes durante la vigilia. Este hecho es probablemente debido a los estados de mayor
hiperpolarizacion de la membrana celular durante el suefio, que facilitan la aparicion de la respuesta
en rafaga (Ramcharan et al., 1999).

En nuestros experimentos, de la muestra de 96 células analizadas para las dos tareas
visuales, 50 células para la tarea visual 1 y 46 para la tarea visual 2, el 98% de las mismas
respondié mostrando rafagas de bajo umbral y potenciales de accién ténicos a lo largo de los
registros electrofisioldgicos realizados, sin existir diferencias significativas entre las respuestas
mostradas por los tipos celulares magnocelular y parvocelular, o el tipo de campo receptor
(ON/OFF).

Del total de las 96 células analizadas para las dos tareas, hubo 2 registradas durante la
realizacion de la tarea visual 1 que no presentaron rafagas en toda la duracién del registro. Ambas
eran células tipo ON y parvocelulares, aunque teniendo en cuenta que el porcentaje de células
parvocelulares en la muestra (84%) es muy superior al porcentaje de células magnocelulares, y ya
que no existen diferencias entre las respuestas de las células ON y OFF, el hecho de que ambas
células sean del mismo tipo parece una cuestion de probabilidad.

La generacion de uno u otro tipo de respuesta talamica, se debe a la activacion de los
canales de Ca?* voltaje dependiente tipo T, que permiten la entrada de una corriente de Ca2* hacia
el interior celular (Ir) generando la espiga de calcio de bajo umbral, la cual, si tiene la suficiente
duracion, genera un conjunto de potenciales de acciéon clasicos de elevada frecuencia
caracteristicos del disparo en rafaga (Jahnsen & Llinas, 1984a, b; Steriade & Llinas, 1988). La
corriente de Ca?* de bajo umbral destaca por su funcion en la transmisién de informacién hacia la
corteza, y, de hecho, en todas las estructuras talamicas dorsales de mamiferos se generan rafagas,
siendo la existencia de esta caracteristica a nivel interespecifico una prueba de la relevancia de
este tipo de respuesta celular (Deschenes et al., 1984; Jahnsen & Llinas, 1984a, b; Hernandez-Cruz
& Pape, 1989; McCormick & Feeser, 1990; Scharfman et al., 1990; Bal et al., 1995).

Ciertos estudios in vitro determinan que las variaciones del potencial de membrana para
cambiar entre un modo de disparo y otro son pequefias (<10 mv) (Lu et al., 1992; Guido et al.,
1992),y por ello, las células talamicas son capaces de modificar continuamente su respuesta
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en funcion de la informacién que se esté transmitiendo a la corteza visual, ya que con ligeras
fluctuaciones pueden activar o inactivar la corriente Ir.

Diversas aferencias estan implicadas en estas variaciones del potencial de membrana
generando uno u otro modo de disparo: las aferencias colinérgicas de la regién parabranquial del
tronco encefalico promueven el cambio de la respuesta en rafagas al modo tonico (Hu et al., 1989a;
Lo et al., 1991; Steriade et al., 1991). Otro ejemplo son las aferencias corticales, que, mediante la
activacion de receptores metabotrdpicos y circuitos gabaérgicos (interneuronas), también provocan
cambios en el patrén de disparo de las células talamicas (Godwin et al., 1996b).

Existen complejas relaciones entre el estado eléctrico de la membrana y el tiempo minimo
necesario para generar la espiga de calcio de bajo umbral. El valor establecido como minimo para la
activacion de la corriente de calcio It es de 50 ms, pudiendo oscilar entre 50 y 100 ms en funcion del
estado previo de la membrana celular (Jahnsen & Llinas, 1984a; Lu et al., 1992; Zhou et al., 1997;
Destexhe et al., 1998a; Smith et al., 2000). Estas relaciones marcan la variabilidad observada en el
porcentaje de espigas en rafaga encontradas en las distintas células analizadas, porque, aunque la
aparicion de rafagas es un hecho generalizado (94/96 células), el porcentaje de las mismas varia
considerablemente de unas células a otras, existiendo una gran heterogeneidad a pesar de que los
registros se realizaron en las mismas condiciones. La activacion de la respuesta en rafaga esta
controlada por una corriente de calcio voltaje dependiente, lo cual implica que todas y cada una de
las entradas sinapticas que recibe una neurona influyen en su respuesta, incluyendo las aferencias
moduladoras provenientes de la corteza (Sherman & Guillery, 1996; Reinagel et al., 1999; Sherman
& Guillery, 2006; Briggs & Usrey 2009, 2011). Todos estos factores se traducen en una enorme
variabilidad en la respuesta neuronal que fluctta influenciada por el propio estado de la célula y las
aferencias que ésta recibe.

En los registros realizados, la media del porcentaje de espigas en rafaga es de un 5,31%,
datos que coinciden con estudios previos en condiciones semejantes llevados a cabo por
Ramcharan y colaboradores, dénde los valores de réfagas eran de un 6,6% del total de espigas
analizadas. Es necesario tener en cuenta que la distribucion de rafagas no es homogénea a lo largo
del registro, concentrandose el mayor porcentaje en los 100 ms inmediatamente posteriores a la
aparicion del estimulo. Estudios previos (VicAlonan et al., 2008) refuerzan la idea de que este
intervalo de tiempo es muy relevante en el analisis de tareas con implicacién atencional, datos que
coinciden con los resultados observados en nuestra investigacion. En este intervalo, el porcentaje
de rafagas aumenta aproximadamente un 50% con respecto a los valores obtenidos para toda la
duracién del registro, alcanzando valores de 12% sobre el total de espigas.

En nuestro protocolo experimental, determinamos como respuesta en rafagas de bajo
umbral las espigas que cumplen los siguientes parametros: un minimo de dos espigas consecutivas,
precedidas de un intervalo de tiempo de al menos 50 ms de silencio, con un ISI maximo entre
espigas de 6 ms. Los parametros temporales utilizados para la clasificacion de las espigas como
rafagas en el presente trabajo, son definidos como “liberales” (\Weyand et al., 2001; Allito et al.,
2011), frente a aquellos definidos como “restrictivos”, que exigen un minimo de 100 ms de silencio
previo y un maximo de 4 ms de ISI (Lu et al., 1992; Guido and Weyand, 1995; Guido et al., 1995;
Ramcharan et al., 2000; Weyand et al., 2001; Grubb & Thompson, 2005; Wang et al., 2006).
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Al igual que en diversos estudios previos (Lu et al., 1992), el hecho de utilizar parametros
menos restrictivos, no modifica los resultados obtenidos en los distintos analisis.

Utilizamos dichos criterios liberales para intentar optimizar la deteccion de las espigas en
rafaga. Sin embargo, debido al uso de dichos parametros, podemos estar incluyendo en nuestros
andlisis ciertas espigas que no cumplan los requisitos para ser clasificadas como rafagas, o por el
contrario, estar descartando espigas que si lo son. Estudios previos (Lu et al., 1992) determinaron
que el uso de estos parametros (liberales) no modificaba los resultados obtenidos de forma
cualitativa, y las comprobaciones que realizamos sobre nuestros resultados arrojaron idénticos
resultados.

Por otro lado, otros estudios han demostrado que la duracién de la espiga de calcio de bajo
umbral generada es proporcional a la duracién de la corriente I, y aunque ésta suele mantenerse el
tiempo necesario para generar una rafaga de potenciales de accion clasicos con dos 0 méas espigas,
caracteristicos de la respuesta en rafaga, algunas veces no tienen la suficientemente duracion y
pueden generar un Unico potencial de accion clasico (o incluso no generar ninguno), que sera
clasificado como una espiga tonica mediante registros extracelulares (Ramcharan et al., 1999). En
este estudio, al considerar las “rafagas de una sola espiga”, el porcentaje de espigas en rafaga
aumentaba hasta alcanzar valores de 22,5% de espigas en rafaga para las células tipo
magnocelular y 15% para las células de tipo parvocelular.

Aun teniendo en cuenta todos estos factores, el numero de rafagas es muy inferior al de
espigas tonicas. Ambos modos de respuesta tienen funciones diferentes, como explicaremos en el
siguiente capitulo (ver apartado 6.2), y las rafagas se caracterizan, entre otros factores, por una
elevada capacidad para detectar estimulos debido a su excelente ratio sefial-ruido (Guido et al.,
1995; Sherman & Guillery, 2001; Sherman & Guillery, 2006), por lo que su distribucién es mucho
mas restringida en el tiempo que en el caso de la respuesta ténica (100 ms tras la aparicion del
estimulo visual). No obstante, la cantidad de informacién transmitida por las rafagas parece ser
semejante a la que codifica el disparo ténico. Segun diversos estudios, la tasa de informacion
trasmitida por una espiga simple, tanto ténica como perteneciente a una rafaga, es de més de 1
bit/espiga, y llegando a alcanzar valores de 3 bit/espiga, datos que implican una capacidad de
codificacion del 60% para las espigas tonicas y del 63% para las réfagas (Bialek et al., 1991; Rieke
et al., 1995; Warland et al., 1998; Buracas et al., 1998; Reinagel et al., 1999), sugiriéndose que la
rafagas transmiten informacion visual a la corteza al igual que las espigas tonicas.

Un ultimo factor que es preciso mencionar son los estimulos utilizados en los protocolos de
registro. Algunos trabajos en sistema visual de gato anestesiado (Lesica & Stanley, 2004) han
determinado que el nimero de rafagas observadas aumenta de forma significativa ante estimulos
visuales naturales (escenas de peliculas) respecto al porcentaje generado por estimulos visuales
simples (ruido blanco), debido a la predominancia de ciertos rasgos especificos (frecuencias bajas)
en los estimulos naturales que fomentan la aparicion de la respuesta en rafaga. Otros trabajos en
sistema auditivo de la rana toro, muestran resultados semejantes, indicando un aumento del
porcentaje de réfagas ante estimulos auditivos con un espectro de amplitud semejante a los
naturales (Rieke et al., 1995).
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Por tanto, podria resultar que los estimulos utilizados, estaticos y simples, generasen un
numero inferior de rafagas de las que se registrarian si se mostrasen imagenes naturales, es decir,
similares a lo que podriamos llamar “estimulos visuales normales”, aunque, hasta el momento,
desconocemos la existencia de trabajos que lo demuestren.

6.2 PAPEL DE LOS TIPOS DE RESPUESTA NEURONALEN
EL NGL DURANTE LA TRANSMISION DE INFORMACION
SENSORIAL A LA CORTEZA VISUAL

Nuestros resultados dan solidez a la idea de que, tanto las espigas tonicas como las réfagas
de bajo umbral, son dos tipos de respuesta talamica igualmente efectivas en el procesamiento y
transmision de informacion visual a la corteza. La diferencia entre ambas respuestas es el tipo de
informacidn sobre los estimulos que transmiten a V1 (Guido et al., 1992, 1995; Radhakrishmana et
al., 1999; Reinagel et al., 1999; Edeline et al., 2000; Ramcharan et al., 2000; Swadlow & Guseyv,
2001; Weyand et al., 2001; Sherman & Guillery, 2006). Un papel relevante para las réfagas ya fue
propuesto por Francis Crick en 1984, con la llamada searchlight hypothesis. Esta hipétesis plantea,
desde una perspectiva puramente tedrica, que las rafagas de bajo umbral funcionan como
detectoras de estimulos novedosos existentes en el campo visual. Por tanto, parece logico que
rafagas y espigas tonicas posean una distribucion diferente. Las rafagas de bajo umbral aparecen
concentradas en un 90% de su totalidad en los 100 ms tras la aparicion del estimulo,
desapareciendo a continuacion, ya que su funcién seria alertar a la corteza de la presencia de un
estimulo visual nuevo al que se debe prestar atencion. La respuesta tonica, sin embargo, aparece a
continuacion de las rafagas de bajo umbral y se mantiene durante todo la presentacion del estimulo,
analizando detalladamente las caracteristicas del mismo (Fig. 6.1).

Acorde a esta hipotesis, resulta razonable que el porcentaje de rafagas sea inferior al de
espigas tonicas, ya que para realizar su funcién, no es preciso un elevado numero de espigas
(Ramcharan et al., 1999). Otro factor relevante para determinar la mayor eficacia de las rafagas
para trasmitir informacion a la corteza, es que, previamente a la generacion de la rafaga, se produce
una hiperpolarizacién de la membrana, lo cual se traduce en un silencio previo a la misma,
evitdndose el fendémeno denominado depresion sinaptica que ocurre en las sinapsis de neuronas
corticales (Abbott et al., 1997; Varela et al., 1999). Por ello, los PEPS generados por una rafaga son
considerablemente mayores (se suman en el tiempo) que aquellos originados por una espiga ténica,
y por tanto, mucho mas adecuados para “despertar’ una respuesta cortical (Usrey et al., 2000;
Swadlow & Gusev, 2001; Swadlow et al., 2002).

Una de las caracteristicas que diferencia a ambos modos de disparo es la distinta
proporcion de espigas entre la respuesta visual espontanea y la respuesta evocada. En el caso de
las réfagas, la baja respuesta mostrada durante el tiempo previo a la aparicién del estimulo (-0,5a 0
segundos en la grafica), unida a la fuerte respuesta ante el mismo, determina que el ratio sefial-
ruido (relacion entre la actividad espontdnea y la respuesta a un estimulo) sea Optimo

103



DISCUSION

(Guido et al., 1995; Sherman & Guillery, 2006), aumentando la eficacia de las rafagas a la hora de
detectar estimulos.

ESPIGAS TONICAS RAFAGAS DE BAJO UMBRAL

N¢ espigas/bin/n2 ensayo

1,4 0,35 - N=1
1,2 0,3 -
1 0,25 -
0,8 0,2 -
0,6 0,15 -
0,4 0,1
0,2 0,05 -

. Y . LMLLJMJJJ_“L

-0,5 0 0,5 1 1,5 T(S)

Fig. 6.1 Ejemplo de respuesta visual tonica y en rafagas para una unica célula de tipo parvocelular (célula 12-F1).
Se observa la diferencia entre las distribuciones de las dos respuestas talamicas (bin: 10 ms)

Asi, por ejemplo, ante estimulos de bajo contraste, el disparo ténico sera mucho mas débil
que la respuesta en rafagas, ya que se caracteriza por presentar una respuesta proporcional a las
caracteristicas del estimulo visual (linealidad) (Sherman & Guillery, 2006). Esta teoria ha sido
comprobado en diversos experimentos, en los cuales, mediante técnicas de deteccion de sefales,
se media la mayor 0 menor capacidad de cada respuesta para detectar estimulos en un fondo con
ruido blanco (Green & Swet, 1966; Macmillan & Creelman, 1991). Todas las células analizadas
mostraron una mayor capacidad para detectar estimulos durante la respuesta en rafagas frente a la
respuesta tonica.

Por linealidad entendemos la existencia de una correlacion entre la respuesta celular y las
variaciones de las caracteristicas del estimulo, de manera que se produce una modificacion
(aumento o disminucidn) de la respuesta tonica acorde a los cambios en el estimulo visual (Guido et
al., 1992, 1995; Mukherjee & Kaplan, 1995). Esta caracteristica le confiere a la respuesta ténica una
mayor capacidad de andlisis de los rasgos del estimulo. El hecho de que durante la actividad
espontanea la respuesta tonica sea mayor que la respuesta en rafaga, facilita la linealidad en la
respuesta visual evocada, al ser posible la transmisidén a la corteza visual de todo el rango de
respuestas (excitadoras e inhibidoras) generadas por la variacién en las caracteristicas del estimulo
(Sherman & Guillery, 2006).

Una Ultima caracteristica que apoya la teoria de que las rafagas de bajo umbral realizan la
funcion de detectar estimulos es su preferencia por las frecuencias temporales comprendidas entre
4y 10 Hz.
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Las neuronas talamicas en modo ténico responden ante un amplio rango de frecuencias
(Mukherjee & Kaplan, 1995). Asi, en el NGL de gato, se ha comprobado que las neuronas en modo
ténico son capaces de responder ante frecuencias bajas, y continian respondiendo adecuadamente
a medida que aumenta la frecuencia del estimulo hasta alcanzar su resolucion limite.

Sin embargo, las réfagas no se comportan de la misma manera. Si la frecuencia del
estimulo es muy baja (< 1Hz) o muy alta (>10 Hz), la respuesta en rafaga es muy débil, mientras
que ante frecuencias medias (~4Hz) es dOptima. Esta preferencia por dicho rango de frecuencias
indica que las rafagas estan orientadas a la deteccién de cambios repentinos o rapidos de los
estimulos en el campo visual, respondiendo escasamente a estimulos estaticos o cambios
graduales, ante los cuales resulta mucho mas efectiva la respuesta tonica.

En conclusion, tanto el modo ténico como las rafagas transmiten informacién a la corteza,
participando de forma activa en el procesamiento visual. La diferencia entre ambas respuestas es
qué informacion envian o cémo la envian. Las rafagas, por sus caracteristicas, parecen Optimas
candidatas para la deteccion de cambios en los estimulos visuales, mientras que las espigas tonicas
destacan por su capacidad de procesar detalladamente las caracteristicas de dichos estimulos. Sin
embargo, queda una cuestion por resolver: ademas de indicar cambios en los estimulos presentes
en el campo visual, ¢ codifican las rafagas informacidn sobre dichos estimulos?

6.2.1 CARACTERISTICAS DE LAS RAFAGAS: NUMERO DE
ESPIGAS, FRECUENCIA Y DURACION EN FUNCION
DEL ESTIMULO VISUAL

Si tal y como plantean ciertos estudios previos (Sherman, 1996, 2001, 2006; Swadlow &
Gusev, 2007) las rafagas de bajo umbral son la fraccion de la respuesta taldmica encargada de
detectar estimulos novedosos presentes en el campo visual, y trasmitir dicha informacion
rapidamente a la corteza, podrian existir diferencias en las caracteristicas de las rafagas generadas
ante distintos estimulos en funcién de su grado de “novedad” (figura diferente vs distractores en
nuestro protocolo).

Se ha sugerido que la cantidad de informacién contenida en una rafaga esta en su mayoria
codificada por la primera espiga que se genera en la misma, mientras que las demas espigas que
constituyen el tren de potenciales de accién practicamente carecen de informacién y son
complementarias de la primera (Reinagel et al, 1999). Segun esta teoria, las rafagas se
comportarian como una unidad funcional, independientemente del numero de componentes
(espigas) de la misma. Esto se deberia al silencio previo a la rafaga de potenciales de accién, el
cual le confiere a ésta la propiedad de generar en la sinapsis cortical un PEPS de magnitud
semejante, independientemente del nimero de espigas que constituyan dicha rafaga (Guido et al.,
1995; Sherman, 1996).
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Sin embargo, otros estudios determinan que existe una relacion entra la tasa de disparo
celular y la capacidad de codificacion de informacion (Borst & Haag, 2001), siendo ambas
directamente proporcionales. Si esto fuese asi, y el Unico factor relevante para la transmisién de
informacién a la corteza fuese la frecuencia, las espigas ténicas de alta frecuencia podria transmitir
la misma cantidad de informacién que una rafaga, y sin embargo, esto no ocurre: una neurona en
modo tonico con una elevada frecuencia de disparo es menos eficaz codificando informacién acerca
de la deteccion de un nuevo estimulo que una rafaga. Es mas, ciertos estudios argumentan que,
para que el codigo neuronal sea eficiente, la frecuencia de disparo debe ser baja (Rolls & Tovee,
1995; Vinje & Gallant, 2000). La dinamica de la respuesta en rafaga presenta una tasa de disparo
baja, con una proporcion significativa de potenciales de accion de elevada frecuencia,
caracteristicas que le confieren unos rasgos 6ptimos como detectoras de estimulos.

Los analisis realizados muestran que para el intervalo de 100 ms analizado tras la aparicion
del estimulo visual, el nimero de espigas en rafaga para ambas tareas es mayor cuando el estimulo
presente es el novedoso frente a cuando aparecen los distractores (tarea visual 1, p valor:
0,00337393; tarea visual 2, p valor: 0,0160913), sin embargo este aumento podria ser debido al
incremento del nimero de espigas por rafaga o bien al numero de rafagas.

Por este motivo, realizamos un andlisis cluster sobre 3 caracteristicas de las rafagas de bajo
umbral, frecuencia, duracion y numero de espigas, de forma independiente para ambos estimulos y
en las dos tareas visuales. Los analisis se realizaron sobre el cluster mayoritario (cluster que abarca
el mayor porcentaje de espigas), que en ambos casos, contenia al menos el 70% del total de
espigas analizadas. Los resultados mostraron nuevas diferencias entre las respuestas de las
neuronas talamicas ante los dos tipos de estimulos visuales en ambas tareas, indicando claramente
que la estructura interna de la rafaga variaba cuando se trataba de detectar el estimulo novedoso, y
sugiriendo que, si las rafagas funcionan como detectoras de estimulos visuales, sus caracteristicas
(numero de espigas, duracion y frecuencia), codifican la informacion sobre dicho estimulo,
existiendo una relacién entre el grado de novedad del mismo y el numero de espigas y consiguiente
duracién de la rafaga.

Este aumento del numero de espigas en rafaga, podria ser debido a varias causas, como
por ejemplo una preferencia de la célula registrada por alguna de las caracteristicas (tamafio, brillo y
contraste) de los distintos estimulos, distractores o figura diferente. Descartamos esta hipotesis
debido a hemos sido muy cuidadosos de que todas las figuras geométricas utilizadas como
estimulos posean las mismas caracteristicas. Ademas, utilizamos estimulos estaticos, lo que elimina
la posibilidad de que existiese una preferencia ante la frecuencia temporal o espacial. Otra
posibilidad podria ser atribuible a la diferente forma de los estimulos, aunque la explicacion mas
simple es considerar que los estimulos se cambiaban aleatoriamente, y un circulo, por ejemplo,
podria aparecer como distractor o como figura diferente, y solamente cuando aparecia como figura
novedosa, era cuando evocaba las réfagas con las caracteristicas de deteccién.

Por tanto, en base a nuestros resultados, parece que las rafagas de bajo umbral codifican
informacion a través de sus caracteristicas intrinsecas, siendo el parametro que determina el grado
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de novedad del estimulo el numero de espigas generadas en la rafaga: la figura diferente resulta
mas novedosa, generando mayor grado de novedad que la presencia de los distractores, lo cual se
traduciria en un aumento del numero de espigas en la rafaga. Corroborando esta hipdtesis,
numerosos estudios concluyen que el factor determinante en la transmision de informacion es el
numero de potenciales de accion en la rafaga (Desimone & Duncan, 1995; McAdams & Maunsell,
1999; Maunsell & Cook, 2002; Reynols & Chelazzi, 2004).

También es preciso tener en cuenta que en ambas tareas la frecuencia de disparo es mayor
ante la presencia de los distractores. Como mencionamos anteriormente, numerosos estudios
apoyan la teoria de que la capacidad de codificacién de informacion neuronal se basa en la
frecuencia de las espigas (Thomson & Deuchars, 1994, 1997, Lisman, 1997; Thomson, 2000a, b;
Chung et al., 2002; Thomson & West, 2003; Reichova & Sherman, 2004), y, aunque nuestros
resultados apuntan a que la informacién acerca de la novedad del estimulo se transmite en base al
numero de espigas, podria ser que otro tipo de informacion sobre los distractores se estuviese
transmitiendo mediante la frecuencia de disparo de la rafaga.

Por ultimo, el estudio de las distribuciones de densidad de probabilidad de las espigas en
rafaga para los dos tipos de estimulos, permiti6 comprobar la importancia del contexto temporal en
el que aparecen las rafagas. En ambas tareas, se observé que, ante el estimulo visual novedoso,
las espigas aparecen mas concentradas en el tiempo, existiendo diferencias significativas entre las
distribuciones (tarea visual 1, p valor: 0,0491; tarea visual 2, p valor: 0,0214). Esta tendencia a la
concentracion de las rafagas ante el estimulo novedoso podria estar indicando el tiempo dptimo de
deteccion de los nuevos estimulos.

6.3. EFECTOS ATENCIONALES SOBRE LA CARACTERIZACION
DE LOS DIFERENTES ESTIMULOS VISUALES

El efecto de la atenciéon sobre el procesamiento de informacion visual es, debido a la
inmensa cantidad de informacion que obtenemos por esta via sensorial, imprescindible para la
percepcion selectiva de aquellos estimulos relevantes en cada momento.

La atencidn puede ser descrita como directa o indirecta (Posner, 1980), refiriéndose a los
movimientos oculares que realizamos para enfocar el estimulo que reclama nuestra atencion
(atencion directa) o por el contrario, si enfocamos nuestra mirada en otro punto manteniendo el
estimulo dentro de nuestro campo visual, pero sin dirigir una atencion directa sobre él (atencion
indirecta). Este Ultimo tipo de atencidn tiene grandes beneficios a la hora de desarrollar un protocolo
experimental, mejorando por ejemplo la resolucién espacial (Yeshurun & Carrasco, 1999) o la
velocidad de reacciéon (Posner, 1980) en la deteccion de estimulos. Otros posibles efectos
atencionales sobre la modulacion de la respuesta neuronal se producen en funcién del contraste del
estimulo o de la proporcion entre el tamafio de dicho estimulo y del area visual de trabajo del
primate (Reynolds et al., 2000; Reynolds & Heeger, 2009).
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De hecho, las tareas de discriminacion o busqueda de estimulos visuales mediante atencion
indirecta han sido utilizadas en numerosos protocolos experimentales y en diferentes areas
cerebrales obteniéndose excelentes medidas indirectas de posibles efectos atencionales sobre la
resolucion de las mismas (McPeek & Keller, 2002b; Thomas & Pare, 2007; Ipata et al. 2009).

En nuestro protocolo experimental, planteamos dos tareas visuales de diferente
complejidad, aunque en ambas observamos un efecto “pop-out’, en el que un objeto o estimulo (en
nuestro caso, la figura novedosa o diferente) destaca sobre los demas (distractores) de manera que
la atencion se centra automaticamente en él (Maljkovic & Nakayama, 1994, 1996; McAdams &
Maunsell, 2000; revisado por Treue, 2001; Buracas & Albright, 2009).

En funcién del grado de complejidad de la tarea, los mecanismos atencionales implicados
son diferentes. Treisman (Treisman & Gelade, 1980; Treisman & Souther, 1985; Treisman, 1998)
propuso el mecanismo mediante el cual la atencion influye durante la resolucién de las tareas de
discriminacion visual, como las que empleamos en nuestro protocolo. Segun su teoria, en areas
superiores relacionadas con la atencion, se genera un mapa “maestro” en el cual se localizaria la
figura novedosa (en el caso de nuestras tareas visuales), diferenciandola de los distractores. En un
primer intervalo de 100 ms tras la aparicion del estimulo, las aferencias visuales llegan a areas
corticales mediante un mecanismo atencional de “bottom-up” (Nowak et al., 1995; Thorpe et al.,
2001; VanRullen et al., 2001), descomponiendo el estimulo en sus rasgos basicos (forma, color,
etc), y enviando dicha informacién a areas superiores, las cuales procesan esta informacion vy,
mediante aferencias retrégradas hacia estructuras en niveles iniciales de la via visual (como el
NGL), centran la atencidn sobre el estimulo que destaca sobre los demés.

La atenci6n espacial afecta a la respuesta neuronal en todas aquellas areas corticales que
han sido estudiadas, aumentando la respuesta cuando el estimulo se sitlia sobre el campo receptor
frente a la obtenida cuando el estimulo se situa en cualquier otra posicion (Maunsell & Cook, 2002).
Estudios en neuronas del area cortical V4, indicaron la existencia de un incremento medio de la
respuesta fue de un 26%, si bien dicho aumento no fue homogéneo en toda la muestra. La
influencia de los efectos atencionales varia en funcion del area cortical que estudiemos,
aumentando en areas superiores (revisado por Treue, 2001), aunque diversos estudios han
determinado un claro efecto atencional en V1, aplicando técnicas de EMT para inhibir la corteza
(Juan & Walsh, 2003; Dugué et al., 2011).

Ademas, investigaciones recientes han concluido que, también en el NGL, existen
mecanismos atencionales que afectan al procesamiento de la informacion, incrementando la
respuesta del NGL, al tiempo que disminuye la actividad en el NRT, y cuyo efecto se manifiesta en
los 100 ms inmediatamente posteriores a la aparicién del estimulo (McAlonan et al., 2008). De
hecho, desde que en 1984 Crick postuld que en el mecanismo atencional estan implicados tanto el
NGL como el NRT, numerosos estudios han corroborado estos resultados (Motter, 1993; Luck et al.,
1997; Roelfsema et al., 1998; Vidyasagar, 1998; Ito & Gilbert, 1999; McAdamns & Maunsell, 1999;
Marcus & Van Esen, 2002).

Por otro lado, algunos estudios con tareas de discriminacion visual, indican que la atencion
varia de ensayo a ensayo dentro de la misma tarea (McAdams & Maunsell, 1999a; Reynolds et al.,
2000), determinando una modulacién dinamica de la actividad neuronal.
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Estos resultados coinciden con los obtenidos en nuestra investigacion, al disminuir la
respuesta visual a medida que progresa la tarea. Probablemente, dicha disminucion sea debida a
una pérdida de atencion o habituacion hacia la misma.

La habituacion consiste en una pérdida de atencion ante la exposicion repetitiva a un
estimulo, que a nivel fisioldgico se traduce en una atenuacion de la respuesta celular (Thorpe,
1963). Al principio de cada sesién de registro, los estimulos mostrados son “nuevos’, y a medida
que avanza la tarea, las distintas combinaciones de figuras se van repitiendo (existen unas 50
combinaciones diferentes de figuras y distribuciones en el espacio que se muestran de forma
aleatoria) perdiendo su caracter novedoso y disminuyendo la respuesta neuronal en rafagas.

Es necesario indicar que el grado de disminucion de la tasa de respuesta debido a efectos
atencionales esta intimamente relacionado con la complejidad y la duracion de la tarea planteada
(Richmond & Sato, 1987; Motter, 1993; Luck et al., 1997). En nuestros datos, el porcentaje de
disminucion es semejante en ambas tareas, aunque el numero minimo de ensayos necesarios para
obtener un efecto parecido es de 60 en la tarea visual 1y de 150 en la tarea visual 2.

Estos resultados probablemente son debidos a los dos factores mencionados
anteriormente: por un lado, las diferencias en la complejidad de ambas tareas, y en segundo lugar,
la duracion de cada ensayo. La tarea 1 plantea ensayos de mayor duracion que la tarea 2 (2,5
segundos de duracién entre fijacion y presentacion de estimulos para la tarea 1, frente a 1 segundo
para la tarea 2), y una mayor complejidad, por lo que resulta consecuente que el nimero de
ensayos sea inferior en la tarea 1 (60 ensayos por registro) para obtener resultados semejantes a
los observados en la tarea 2 (150 ensayos por registro).

Es preciso tener en cuenta también un factor metodol6gico en las tareas, y es que en la
tarea 1, al haber 4 estimulos visuales, uno de ellos siempre se localiza sobre el CR. Sin embargo,
en la tarea 2, tan solo 1/4 parte de las veces hay una figura sobre el CR de la célula que estamos
registrando, por lo que, a efectos estadisticos, necesitamos un nimero de ensayos totales por
registro muy superior en esta tarea, al “perder” parte de los datos, ya que solo registramos la
respuesta celular en una de las cuatro posiciones en las que aparece la figura.

Por ultimo, comparamos la disminucion del numero de espigas en la figura novedosa y los
distractores por separado. Los resultados muestran una disminucion del nimero de espigas en
ambos casos, si bien dicha disminucién es mucho mas acusada en el caso de la figura diferente
debido a la existencia de una tasa de respuesta muy superior en los ensayos iniciales (p valor:
0,0000232861), como resultado de un efecto atencional causado por la “novedad” del estimulo
frente a los distractores.

El nimero de espigas en rafaga de ambos tipos de estimulos en los ensayos finales es
muy semejante (0,59 espigas/ensayo para la figura diferente vs 0,51 espigas/ensayo para los
distractores) y no significativa (p valor: 0,978253). Por tanto, la clave de las diferencias en la
respuesta en rafagas entre los distractores y el estimulo novedoso se encuentra en los primeros
ensayos de los registros, cuando el estimulo novedoso genera una mayor atencién que se traduce
en una mayor proporcion de espigas en rafaga (0,945 espigas/ensayo para la figura diferente vs
0,64 espigas/ensayo para los distractores).
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En el caso de las espigas tonicas, nos centraremos en el analisis de la respuesta en la tarea
visual 2, por ser la mas apropiada para comprobar posibles efectos atencionales sobre la tasa de
disparo, como se demostré con el anélisis de las rafagas.

El nimero de espigas en rafaga disminuye a medida que se desarrolla la tarea visual, si
bien no existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores obtenidos, ni para la
figura diferente (p valor: 0,565439), ni para los distractores (p valor: 0,4765140). El analisis en
funcion del estimulo, muestra en ambos casos una disminucion semejante del numero de espigas
(~15%), con valores parecidos en los ensayos iniciales y finales tanto para la figura novedosa como
para los distractores. Por tanto, el comportamiento de rafagas y espigas tonicas es completamente
diferente.

Aunque los efectos atencionales influyen sobre toda la respuesta talamica, tonica y en
rafagas, los efectos sobre las rafagas de bajo umbral son mucho mas acusados, lo cual es
consecuente con la teoria de que las rafagas actiian como detectoras de estimulos novedosos. La
atencion influye directamente sobre la actividad de las neuronas de proyeccion talamicas,
aumentando su respuesta en rafaga (duraciéon y numero de espigas) e incrementando la eficacia
con la cual la informacion visual es transmitida a la corteza. Ademas, estas diferencias estan
generadas por mecanismos atencionales producidos en el propio NGL, ya que los intervalos de
tiempo analizados (100 ms) son demasiado breves como para reflejar una modulacién cortical
(McAlonan et al., 2008).

6.4. PAPEL DEL BUCLE TALAMO-CORTICO-TALAMICO EN
EL PROCESAMIENTO VISUAL: EMT

El bucle talamo-cértico-talamico es un circuito de elevada complejidad que interrelaciona el
NGL con V1, coordinando ambas estructuras y promoviendo un procesamiento eficaz y dinamico de
la informacién visual.

Las aferencias cértico-taldmicas establecen conexiéon en las neuronas de proyeccion
talamicas y en las interneuronas inhibitorias del NRT, y, simultaneamente, envia colaterales a capa
4 de la propia corteza. De hecho, estas colaterales suponen un 40-45% del total de aferencias
recibidas por esta capa, mientras que las entradas talamicas son tan sélo un 6-9% (revisado por
Sillito et al., 2006). Por tanto, la capa 6 posee un papel clave en la coordinacion de la actividad del
bucle talamo-cortico-talamico. De hecho, las aferencias cértico-talamicas poseen varios efectos
sobre el NGL, como por ejemplo definir los campos receptores de las neuronas de proyeccion
talamicas (Murphy & Sillito, 1987; Sillito & Jones, 2002; Webb et al., 2002) y mejorar la transmisién
de informacion entre el NGL y la corteza (McClurkin et al., 1994; Funke et al., 1996; Sillito & Jones,
2002; Andolina et al., 2007; de Labra et al., 2007). Estos efectos se ven incrementados por la
atencion, y han sido extensamente documentados en V1 (Marcus & Van Essen, 2002; McAdams &
Reid, 2005; Chen et al., 2008; revisado por Briggs & Usrey, 2011).
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La EMT es una técnica con numerosas ventajas en su aplicacién en protocolos
experimentales (es una técnica no invasiva, de facil aplicacién y de efecto reversible) que ha sido
empleada extensamente para evaluar el sistema nervioso (Pascual-Leone & Walsh, 2001; Juan &
Walsh, 2003; revisado por Merabet et al., 2003).

La duracién del efecto puede controlarse modificando los parametros de estimulacion de los
pulsos: numero, intensidad y frecuencia de los mismos. Sin embargo, algunos estudios determinan
la influencia de otros parametros en el efecto obtenido tras la aplicacion de EMT, como el nivel basal
de actividad del organismo o la propia variabilidad entre sujetos (Allen et al., 2007). Estos factores
resultan de igual importancia a la hora de llevar a cabo un protocolo de estimulacion, pudiendo ser
causa de variabilidad en los resultados obtenidos. En nuestros experimentos se ha intentado
minimizar en lo posible la variabilidad, y la consistencia de los datos obtenidos sugieren que asi ha
sido.

Sin embargo, la técnica de EMT también presenta algunas limitaciones, como son su
resolucion espacial, la cual es de aproximadamente 1 cm, o la disminucion del campo eléctrico a
medida que nos alejamos de la bobina (revisado por Huerta & Volpe, 2009). Sin embargo, para
modificar la actividad de areas superficiales como la corteza cerebral, el campo magnético generado
tiene la suficiente intensidad como para producir un efecto inhibitorio durante unos minutos.

Para la estimulacion, se utilizd una bobina en forma de ocho de pequefias dimensiones (25
mm), ya que bobinas de mayor tamafio generan campos magnéticos (y consecuentemente
eléctricos) de menor intensidad (Lin et al., 2000). La bobina utilizada permite una mayor precision
espacial a la hora de aplicar los pulsos de EMT, con méaxima intensidad de corriente en el punto de
interseccion de ambas espiras (Rothwell, 1997; Hallet, 2007), aunque también se genera un campo
eléctrico de menor intensidad bajo la superficie de la bobina, el cual va disminuyendo a medida que
nos alejamos del punto medio de la misma. Teniendo en cuenta que la bobina de estimulacion se
sitlia sobre la piel del primate y que el grosor del craneo es de aproximadamente 3 mm, calculamos
que el campo magnético generado fue de 1,5 T en el punto de interseccion de ambas bobinas, el
cual se centrd sobre la corteza visual.

A pesar de todas las consideraciones y en funcion de las dimensiones del craneo del
macaco y del protocolo estimulado, no podemos descartar completamente que se pueda haber
afectado otras areas de la corteza, como el area V2. En cualquier caso, ello no deberia suponer un
cambio en nuestros resultados.

Un dato a tener en cuenta, es el de la duracion del efecto, que en nuestro caso fue de unos
pocos minutos, frente a otros protocolos similares que han conseguido, en humanos, efectos mucho
mas prolongados en el tiempo (Chen et al., 1997). Lo que fundamentalmente explica esta diferencia
parece ser, simplemente, el diferente tipo de estimulacion, que en el caso del trabajo de Chen et al.
(1997), alcanzé los 15 minutos. Nuestro protocolo utiliza tiempos de estimulacién inferiores, 5
minutos, debido principalmente al uso de una bobina mas pequefia y al calentamiento de la misma
(bobina en ocho de 25 mm frente a las bobinas en ocho de 70 mm utilizadas en el estudio
mencionado de Chen et al.), factor limitante en el empleo de la EMT.
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En cuanto al mecanismo por el que la EMT bloquea la actividad cortical, no existe una
explicacion definitiva. Varios estudios en la corteza visual de humanos durante la realizacién de una
tarea de discriminacion han mostrado que el efecto de la inhibicion cortical mediante EMT se basa
en la modificacion de la relacion sefial/ruido. Por un lado se ha sugerido que el efecto inhibitorio de
la EMT disminuye la fuerza con la que la sefal (informacion visual) es transmitida (Harris et al.,
2008), mientras que para otros la explicacion es distinta, y se ha sefialado que la accion sobre la
corteza posee un efecto modulador del ruido colindante, afectando a la eficacia en la transmisién de
la informacién visual (Ruzzoli et al., 2010). En cualquier caso, los efectos observados en nuestro
trabajo son perfectamente compatibles con una disminucién de la salida cortical y coinciden con
datos previos observados en la corteza visual del gato (de Labra et al., 2007; Espinosa et al., 2007).
Los resultados obtenidos muestran que la disminucion de la respuesta visual evocada fue de un
50,76% de media durante los 100 ms tras la aparicion del estimulo y posteriores a la aplicacion de la
EMT.

Por ofra parte, la reduccion de la actividad espontanea en el tdlamo es un buen indicador
del efecto generado tras la aplicacion de los pulsos electromagnéticos, segun estudios previos
(Sillito et al., 1990; McCormick & Von Krosigk, 1992; Cox et al., 1998), siendo de un 36,22 % en
nuestra muestra, al analizar los 100 ms previos a la aparicion del estimulo.

Si bien nuestros resultados muestran una disminucion general de la actividad talamica, el
comportamiento de ambas respuestas, tonica y en rafagas, es diferente. Las espigas tonicas sufren
una caida maxima en los primeros 100 ms tras la aparicion del estimulo (38%), precisamente
coincidiendo con el intervalo de mayor respuesta. En los siguientes intervalos, el porcentaje de
disminucion de respuesta disminuye progresivamente (22%-7%).

El analisis de la respuesta ténica muestra resultados afines a los obtenidos en estudios
previos al bloquear la corteza visual mediante diferentes técnicas, como la criogenizacion (Funke &
Worgotter, 1995; Worgotter et al., 1998) o bien farmacolégicamente (Worgotter et al.,, 1998;
Rivadulla et al., 2002), indicando que la supresion de la actividad cortical produce una disminucion
de la actividad talamica. Esto es consecuencia principalmente de una supresion de las aferencias
excitadoras glutamatérgicas, las cuales mediante su accion sobre receptores metabotropicos en el
NGL, generan PEPS lentos y duraderos que promueven la respuesta tonica. (Godwin et al., 1996a;
Turner & Salt, 1998; Castro-Alamancos & Oldford, 2002; Granseth et al., 2002; Rivadulla et al.,
2002; Li et al., 2003a; Reichova & Sherman, 2004). Ademas, se produciria un aumento de la
actividad inhibidora de las interneuronas localizadas en el perigeniculado, debido a una disminucién
de las entradas glutamatérgicas al mismo (Sanchez-Vives et al., 1997), lo que contribuiria a
incrementar la supresion de la actividad taldamica (Rogala et al., 2012).

En cuanto a la respuesta en rafaga, los datos son, en algunos casos, aparentemente
contradictorios. Se ha determinado que la aplicacion de EMT a bajas frecuencias en corteza de gato
anestesiado no genera un efecto supresor sobre la respuesta en rafagas (de Labra et al., 2007), e
incluso otros trabajos sugieren que el numero de rafagas deberia aumentar ante tales protocolos de
estimulacion, en respuesta a una inhibicion cortical, que generaria un estado de hiperpolarizacion
talamica promoviendo la respuesta en rafagas (Funke & Worgotter, 1995; Worgotter et al., 1998).
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Por el contrario, otras investigaciones determinan la existencia de una disminucion selectiva
en funcion del tipo celular analizado (X 6 Y en gato) del nimero de espigas en rafaga ante la
aplicacién de EMT a bajas frecuencias (1 Hz), de manera que la respuesta maxima en rafagas en
las células tipo X disminuida en un 18%, mientras que en las células tipo Y no se producian
modificaciones en la respuesta (Waleszczyk et al., 2005). Otros estudios afiaden nuevos datos
(Espinosa et al., 2011) e indican que esta disminucidn en la respuesta maxima esta acompafiada de
un aumento en la latencia de aproximadamente 1 ms. Ademas, Espinosa y colaboradores, indican
que el porcentaje de rafagas en las células tipo Y se ve incrementada al aplicar EMT a bajas
frecuencias (1 Hz) siempre y cuando el numero de espigas en condiciones control fuese inferior al
40-50%. Resultados semejanes habian sido propuestos en investigaciones previas que clasificaban
las células tipo Y en NGL de gato anestesiado en dos subgrupos en funcion del porcentaje de la
fraccion de respuesta en rafaga (Mujereé & Kaplan, 1995).

Debido a que la EMT es una técnica de naturaleza no especifica, afecta simultaneamente a
complejos mecanismos neuronales en la corteza (Fig. 6.2), y su aplicacion implica la activacion de
mecanismos excitadores, inhibidores y moduladores, asi como de otros cambios a nivel no
neuroldgico, como pueden ser variaciones en el flujo sanguineo (Allen et al., 2007), efecto que, sin
embargo, es mas una consecuencia de la disminucién de actividad neuronal que una causa. Por
tanto, un simple pulso de EMT genera una cadena de efectos sobre complejas redes neuronales,
siendo dificil concretar la causa de la inhibicién prolongada de la respuesta en rafaga.

MAGNETIC COIL
Fig. 6.2 Representacion del efecto que un

pulso magnético aplicado en la corteza
ejerce sobre ésta. Se muestra una bobina
electromagnética en forma de ocho situada
sobre la corteza cerebral, generando una
corriente eléctrica que afecta a las capas de
la corteza (indicadas mediante nimeros a la
izquierda de la figura). Se observa la
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En relacion con este ultimo punto, y teniendo en cuenta que la actividad basal previa a la
aplicacién de la EMT es fundamental para determinar el efecto de la misma (Silvano & Pascual-
Leone, 2008), una posible causa del efecto inhibitorio observado sobre las rafagas de bajo umbral
es la activacion previa de la corteza. Algunos ejemplos de como el estado inicial de activacion
influye sobre la codificacion y deteccion de estimulos visuales es el denominado “priming of pop out”
(PoP) (Maljkovic & Nakayama, 1994, 1996) o la atencion directa dirigida hacia un estimulo (Castren
& Ungeleider, 2003). En ambos casos, la preactivacion del area cortical implicada en la deteccidn
del estimulo facilita la activacion de la respuesta con mayor eficacia.

Nuestro protocolo implica la realizacion de un registro previo a la aplicacion de los pulsos
electromagnéticos, durante el cual el primate se encuentra realizando una tarea de discriminacion
visual, lo que implica una actividad previa del &rea cortical superior a la basal. En la mayoria de los
protocolos de EMT con tareas de discriminacién visual, los pulsos se aplican en el momento en el
que el sujeto comienza a realizar la tarea, y no previamente a la misma. Este hecho podria tener
como resultado una inhibicion mas prolongada de las rafagas, afectando en mayor medida a este
tipo de respuesta debido al componente atencional que modula su respuesta.

Un posible factor que contribuye a entender a nivel celular esta falta de recuperacion tras la
EMT se relaciona con las variaciones que se han descrito en la tasa de liberacion de calcio en
células de relevo taldmicas y del NPG al inhibir la corteza visual mediante EMTr, debidas
probablemente a cambios en las conductancias ionicas (LeMasson et al., 1993; Siegel et al., 1994;
Giugliano, 2001). Esta disminucion en la corriente de calcio también puede ser una posible
explicacion a la falta de recuperacion de la respuesta en rafagas, al no poder generarse la corriente
It subyacente a la espiga de calcio de bajo umbral, hecho que afectaria a la respuesta tanto en el
NGL como en el NRT (Robinson et al., 1993; Nishimura et al., 1996; William & Stuart, 1999). Otras
teorias relacionadas con la influencia del calcio sugieren que los astrocitos desempefian una
importante funcién en la modulacion del patrén de disparo neuronal, regulando la disponibilidad del
calcio extracelular (Schummers et al., 2008). Independientemente de la teoria adoptada, la
implicacion del calcio en la actividad talamica cobra importancia, indicando la existencia de un rol
generalizado del mismo como un importante factor en la respuesta celular.

Por otro lado, también se analizé la influencia de la inhibicién cortical sobre la resolucion de
la tarea. Al bloquear V1, se inhibe también la actividad talamica, y la transmision de informacion
visual se ve afectada, disminuyendo su eficacia, lo cual deberia reflejarse a nivel conductual.

Junto con la disminucién de la actividad talémica, se produjo un incremento del nimero de
errores al resolver la tarea (aumentando de un 22% en los registros control a un 34% en los
registros tras la aplicacion de la EMT), coincidiendo con resultados de estudios previos (Pascual-
Leone, 2002; Cowey, 2004), los cuales determinaron una disminucion de la capacidad de resolucion
de una tarea visual mientras se aplicaba EMT. Por ello, deducimos que el efecto de la estimulacién
generd un bloqueo suficiente de la corteza visual primaria, que afectd a la actividad del NGL al
inhibirse las aferencias cortico-talamicas. El efecto observado sobre el comportamiento psicofisico
no puede ser atribuible Unicamente a la afectacion cortical ni a la reduccion de disparo de las células
talamicas, si no que claramente implica a la actividad conjunta del bucle talamo-cértico-taldmico.
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Como cabria esperar, la transmision de informacién desde el NGL se ve influida por la
actividad cortical previa, o dicho en otras palabras, el patron de disparo de las neuronas corticales
afecta a la capacidad de las neuronas de proyeccion taldmicas para generar una respuesta en la
corteza durante el procesamiento de informacion visual (Fries et al., 2007; Womelsdorf et al., 2007).

Por ultimo, se ha demostrado (Cudeiro et al., 2000), que la actividad previa en el NGL
determina la eficacia de la transmision de informacion a la corteza, pero a su vez la actividad cortical
modula la eficacia de dichas aferencias a la hora de generar una respuesta cortical. Por ello, la
inhibicion de la corteza visual no solo disminuye la capacidad de procesamiento de informacién en
la propia corteza, sino que influye en la efectividad del tdlamo para transmitir dicha informacién, lo
cual se traduce en deficiencia en la percepcion e integracion de la informacion visual y
consecuentemente, una peor resolucion de la tarea visual.
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7. CONCLUSIONES

En el tdlamo, y mas concretamente en el NGL, existen dos tipos de respuesta
neuronal durante estados de alerta: las rafagas de bajo umbral y las espigas
tonicas.

Ambas respuestas talamicas, tonica y rafagas, transmiten informacion a la corteza y
participan activamente en el procesamiento de la informacién visual.

Las rafagas constituyen la respuesta talamica encargada de detectar estimulos
visuales novedosos, existiendo una relacion directa entre el grado de novedad y la
respuesta en réfagas.

Las rafagas codifican informacion acerca de los estimulos visuales a través de sus
caracteristicas intrinsecas (numero de espigas, duracion de la rafaga y frecuencia),
existiendo una relacién directa entre el grado de “novedad” de un estimulo y el
numero de espigas y/o duracién de la rafaga.

La aplicacion de EMT a bajas frecuencias sobre la corteza visual en animales
despiertos produce un efecto compatible con una inhibicion de la actividad cortical,
que se manifiesta como una disminucion de la actividad talamica a través de las
aferencias corticales (via cortico-talamica), afectando en mayor proporcién a la
respuesta en rafaga.

El procesamiento de informacién visual a través del bucle talamo-cortico-talamico
es un proceso dinamico, existiendo una interaccidn continua entre ambas
estructuras implicadas, NGL y corteza visual primaria, siendo una funcién del NGL
el filtrar y transmitir la informacion visual eficazmente a la corteza, mientras que
ésta modula la transferencia de informacién desde el talamo.
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FE DE ERRORES

Tesis Doctoral:

“Papel de las rafagas de potenciales de accion en la deteccidn de estimulos visuales en
primates: Regulacion por la via cortico-talamica”

Pag. 31: (Baker, 1985) deberia ser Barker.

Pag. 32: TMS, deberia ser EMT.

Pag. 41: esteretaxico deberia ser estereotaxico.

Pag. 79: Dénde pone p valor: 0,606971, deberia ser p valor: 0,136317.

Pag. 90: Dénde indica el tamafio del bin, en vez de 10 ms, deberia aparecer 50 ms.

Pag. 91: La grafica 5.31A presenta un error en la normalizacién de los datos del registro EMT,
siendo la grafica correcta la siguiente:

espigas/bin/ensayo
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Pag. 94: La grafica 5.34A presenta un error en la normalizacién de los datos del registro EMT,
siendo la grafica correcta la siguiente:

espigas/bin/ensayo
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Pag. 112: Dénde pone 50, 76% deberia poner aproximadamente 40%, y donde pone 36,22%,
deberia poner 16%, debido al error anterior en la normalizacion.
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