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O desenvolvimento pés-natal das conexdes tdlamo-corticais visuais no rato foi estudado com
o emprego de uma nova abordagem metodoldgica que utiliza dois tipos de marcacio
retrégrada do rastreador Dil em um mesmo cérebro. Sabe-se que o desenvolvimento dos
circuitos corticais obedece a um fendmeno de exuberancia inicial seguida de uma regressao
seletiva de seus constituintes, mas este fenomeno nao foi descrito para as conexdes tdlamo-
corticais. Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram (1) descrever e apurar a eficicia de
uma nova metodologia para o estudo dos fendomenos regressivos durante o desenvolvimento
do sistema nervoso e (2) investigar se tais fendmenos também ocorrem na vias tdlamo-cortical
visual do rato. Para tanto, inserimos, in vivo, cristais de Dil no cdrtex visual primério (V1) de
ratos no primeiro dia de vida (P1). Durante a sobrevida, o corante € internalizado e
transportado para o corpo celular dentro de vesiculas que se tornam assim fluorescentes
(conferindo uma marcagao granular). Apés intervalos de sobrevida de 2-3, 7-8, ou ~14 dias,
os animais foram sacrificados e perfundidos com fixador, e seus cérebros foram processados e
analisados imediatamente (grupo 1); ou armazenados em fixador por virios meses para
permitir a difusdo post mortem do corante pela membrana celular (conferindo uma marcacio
membranar, grupo 2). Os resultados foram documentados através de micrografias e desenhos
obtidos com camara clara. Nos grupos experimentais 1 e 2 encontramos células fluorescentes
nas regides dorsolateral e medial do tdlamo. Nos cérebros do grupo 1 todas as células
apresentavam marcagdo granular, mas nos cérebros do grupo 2 identificamos células com
marca¢do membranar, indicando que, na idade da eutandsia, essas se conectavam com o local
de insercdo do cristal. No grupo 2, também foram vistas células com marcagdo granular,
sugerindo que estas tenham retraido suas conexdes antes do dia da eutandsia. Entre P2 e P14
ocorre uma diminuicdo gradativa e acentuada na propor¢do de células com marcacio
membranar no tdlamo medial. No tdlamo dorsolateral também s3o vistas células com
marcagdo granular, porém, em menor propor¢do. Na idade da abertura dos olhos (~P14) os
nicleos geniculado lateral dorsal (NGLd) e lateral posterior (LP) sdo os tinicos que mantém
uma projecdo intensa para V1. No entanto, foram identificadas poucas células nos nicleos
latero-dorsal (LLD), central lateral (CL) e geniculado medial (GM) e ainda pouquissimas
células nos nicleos ventro-lateral (VL) e grupo nuclear posterior (Po) projetando para V1
nesta idade. Também demostramos que esta metodologia € eficaz para detectar a conhecida
regressdo das conexdes calosas. Concluimos que a metodologia proposta permite o estudo da
exuberincia e regressdo das conexdes corticais, e que as afer€ncias talamo-corticais passam
por um processo de exuberdncia inicial, envolvendo diversos niucleos talamicos, inclusive
alguns que ndo projetam mais para o cértex visual em adultos.
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The postnatal development of visual thalamocortical connections was studied in rats
using a novel methodology based on the ability of the lipophilic neuronal tracer Dil to
produce two distincts forms of retrograde labelling in the same brain. It is well known that
cortical circuits develop through a phase of initial exuberance followed by the selective
regression of inapropriate elements. However, this phenomenon hasn’t been described for
thalamocortical connections. Thus, the objectives of this thesis were: (1) to describe and
evaluate the efficiency of a new method for the study of regressive events during the
development of the nervous system and (2) to examine whether this phenomenon also occurs
along the visual thalamocortical pathway in the rat. Crystals of Dil were inserted into primary
visual cortex (V1) of living rats on the first postnatal day (P1). During the survival period, the
tracer was internalized and transported to the cellular bodies within vesicles (confering a
granular labelling). After survival times of 2-3, 7-8 or 14 days, the animals were perfused and
their brains were either immediately processed and analysed (group 1), or stored in fixative
solution for several months to allow post mortem diffusion of the tracer within the cellular
membrane (confering a membranar labelling, group 2). Results were documented by camera
lucida drawings and photomicrographs. In both groups 1 and 2, we found labelled cells in
dorsolateral and medial thalamic regions. In group 1 brains, all cells displayed a granular
labelling, but in group 2 brains, we identified cells with membranar labelling, indicating that
at the time of euthanasia, these cells were connected to the site of Dil insertion. In group 2 we
also found cells with granular labelling, suggesting that they had retracted their connections
with V1 before the time of euthanasia. Between P2 and P14, intense reduction in the
proportion of cells with membranar labelling in the medial thalamus occurs gradually. In the
dorsolateral thalamus, cells with granular labelling were also seen, but in a low proportion. At
the time of eye opening (~P14), only the lateral geniculate (LGN) and the lateral posterior
(LP) nuclei maintained a heavy projection to V1. However, a few cells in the laterodorsal
(LD), central lateral (CL) and medial geniculate (MG) nuclei, and very few cells in the
ventrolateral nucleus (VL) and in the posterior nuclear group (Po) projected to V1 at this age.
Finally, we showed that the same approach was efficient to reveal the known regression of
callosal connections. We concluded that our new methodological approach allows the study of
exuberance and regression of cortical connections, and that thalamocortical afferences
undergo an initial phase of profuse outgrowth to several thalamic nuclei, included some that
do not project to the visual cortex in adults.
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1 Introducao

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) é extremamente complexo.
Falhas nas etapas deste processo sdo responsdveis por diversas doencas e malformacdes
(revisado por Francis et al., 2006), por isso € importante o conhecimento dos processos que
levam a maturag@o desta estrutura.

Na fase mais tardia do desenvolvimento, ocorre a eliminacdo de sinapses, de ramos
axonicos e dendriticos ou mesmo de neurdnios. Ou seja, conexdes em excesso S0
estabelecidas inicialmente e depois muitas delas serdo eliminadas através de um processo de
refinamento. Esse principio de constru¢do por mecanismos aditivos seguidos de mecanismos
subtrativos é fundamental para o funcionamento do cérebro, pois ele permite que circuitos
sejam selecionados e outros eliminados de acordo com a prépria atividade elétrica resultante.
Este principio da poli-inervagéo transitéria foi demonstrado em sistemas tio diversos quanto a
jun¢do neuro-muscular (Changeux e Danchin, 1976), a via olivo-cerebelar (Crépel et al.,
1976), ou nos circuitos corticais responsdveis pela seletividade de orientagdo no cortex visual
primério (Frégnac e Imbert, 1984).

Nesta tese abordamos a questdo da existéncia de projegdes transitoriamente
exuberantes, e da sua eventual regressao no sistema visual. Investigamos se a maturagdo das
conexdes tdlamo-corticais visuais passa ou ndo por uma fase de exuberancia transitdria. Para
isso, propomos uma nova forma de utilizagdo do rastreador bidirecional Dil como um novo
método de estudo da exuberincia das conexdes do sistema nervoso. Esta pesquisa, além de
contribuir para esclarecimento de como as conexdes aferentes ao cdrtex sensorial se formam
durante o desenvolvimento, fornece uma nova estratégia metodolégica para o estudo dos

fendmenos regressivos.

1.1 Funcio do talamo

Com excegdo dos estimulos olfativos, toda informacdo sensorial passa pelo tdlamo
antes de alcancgar o cortex. Inicialmente, pensava-se que a func¢io do tdlamo era meramente
transmitir ao cértex as informacdes provenientes da periferia. Mas essa explicagdo ndo ¢
satisfatoria, uma vez que ndo parece necessario ter uma estrutura no cérebro apenas para isso.
Por que os estimulos provenientes dos érgéos sensoriais ndo poderiam alcangar o cértex por

vias diretas? Qual a necessidade de uma “estagdo de transmissdo”? Essas perguntas ndo se
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calaram. Até que nos dltimos anos, baseados em diferentes estudos anatomicos e fisioldgicos
a respeito do tdlamo (revisado por Casagrande et al., 2005; Cruikshank et al., 2005; Van
Essen, 2005) os pesquisadores comegaram a compreender que esta estrutura possui sim

funcdes proprias. Os nicleos talamicos sdo classificados como relés de primeira ordem,

quando conduzem a informacgdo da periferia para o cortex primério correspondente, como o

nucleo geniculado lateral (NGL), ou relés de ordem maior, quando transferem informacdes

entre areas corticais, como o nucleo lateral posterior (LP).

O NGL ¢ o ndcleo talamico de primeira ordem mais amplamente estudado e tem
servido de modelo para o entendimento da fun¢do do tdlamo. Ele é conhecido como o mais
importante relé de transmissdo da informacdo visual que chega da retina e é processada
inicialmente no cértex visual primdrio (V1). Apenas 5 a 10% das aferéncias ao NGL tém
origem na retina (Garey et al, 1991). O restante provém principalmente de aferentes
inibitérios locais, fibras glutamatérgicas descendentes da camada 6 de V1 e aferentes
colinérgicos ascendentes do tronco encefélico (Sefton e Dreher, 1985; Sherman, 2001a). O
NGL possui camadas inervadas alternadamente por células ganglionares dos olhos esquerdo e
direito. No gato (que é o modelo mais estudado), a camada A do NGL possui trés diferentes
tipos celulares: células relés X e Y, com caracteristicas morfoldgicas diferentes; e
interneuronios. Tanto as células X quanto as células Y possuem a capacidade de responder
fisiologicamente aos aferentes excitatérios de dois modos diferentes: fonico ou em salva (para
revisdo ver Sherman, 2001b; Sherman e Guillery, 2002). Existem evidéncias de que a resposta
fisiol6gica em salva aja como uma chamada de alerta. Por exemplo, se um animal se encontra
desatento para um determinado espaco visual ou em um estado de sonoléncia e um novo
estimulo visual aparece, uma salva taldmica indicard ao cértex que algo mudou. Por outro
lado, uma resposta tonica se refere a um estimulo estavel (para revisao ver Sherman, 2005). A
caracteristica do circuito aferente, a complexidade das células taldmicas e a diversidade de
respostas fisiologicas das células talamicas ndo deixam dividas de que a transmissdo da
informacao visual através do tdlamo é um processo ativo e modulado.

No modelo hierdrquico do processamento sensorial, a informacdo proveniente da
periferia chegaria ao nicleo talamico de primeira ordem, o qual repassaria a informacéo para
o cortex sensorial primdrio que a processaria e repassaria para areas corticais de ordem maior,
até que a informagdo processada chegasse ao coértex motor e este se encarregasse do comando
correspondente quando fosse o caso (Figura 1A). Se fosse assim, qual seria o papel dos

nucleos talamicos de ordem maior? Sabemos que muitos axdnios aferentes ao tdlamo

possuem ramificagcdes para o mesencéfalo e medula espinhal. Isso ocorre tanto com os
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axonios que trazem a informacdes da periferia para os nicleos de primeira ordem (Sherman e

Guillery 2001, 2002; Guillery e Sherman, 2002), quanto com os ax6nios da camada 5 do

cortex que alcancam nucleos de ordem maior no tdlamo. Por exemplo, sabe-se que algumas

células da camada 5 do cortex V1 enviam axdnios para o coliculo superior com ramificag¢des
para nucleos talamicos de ordem maior na regido do pulvinar (Bourassa e Deschénes, 1995;
Rockland, 1998; Guillery et al. 2001). Os neur6nios desta regido taldmica por sua vez
projetam para dreas corticais envolvidas com o processamento visual de alto nivel. Dessa
forma, essa passagem da informacdo visual de uma regido cortical para outra através do
tdlamo ndo estd apenas relacionada com o processo sensorial, mas com comandos do cortex
para o coliculo superior, que provavelmente estdo relacionadas com instru¢des sobre a
posicdo da cabeca e o movimento dos olhos. Incorporando esses novos dados sobre a
divergéncia axonica, Guillery e Sherman (2002) criaram um novo modelo que coloca a alga
cortico-tdlamo-cortical como essencial no processamento cortical da informagdo sensorial

(Figura 1B). Com isso, julga-se atualmente que os nicleos taldmicos de ordem maior podem

participar ativamente do processamento perceptual e a0 mesmo tempo, monitorar o comando

motor.
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Figura 1. Hipotese sobre a participacdo do tdlamo no processamento sensorio-
motor. De simples estagdo de retransmissdo (A) para uma estrutura com papel
ativo no processamento sensorial (B). Figura adaptada de Sherman, 2005.
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1.2 Anatomia do talamo e relacoes talamo-corticais

Localizado no diencéfalo, o tdlamo é formado por diversos agrupamentos de células
que constituem os nucleos talamicos.

As subdivisdes do diencéfalo incluem o epitdlamo, o tdlamo dorsal, o tdlamo ventral, o
subtdlamo e o hipotdlamo (Figura 2). Ao utilizar o termo “tdlamo”, a maioria dos autores estd
se referindo ao tdlamo dorsal, o qual envia a maior quantidade de eferentes para as estruturas
telencefélicas, tanto estriatais quanto corticais.

Como ja foi dito, quase todas as informagdes sensoriais que chegam ao cortex cerebral
passam pelo tdlamo, especificamente pelo tdlamo dorsal, sendo o olfato a Unica modalidade
sensorial que em parte alcanca o cértex diretamente. Ja o tdlamo ventral, formado pelo nucleo

reticular taldmico (NRT) e a parte ventral do nicleo geniculado lateral (NGLv), ndo envia

axOnios para o coértex, embora, ao passar do tdlamo dorsal para o telencéfalo, os axonios
atravessem o tdlamo ventral (Figura 2. Para revisdo ver Sherman e Guillery, 2001).

Faull e Mehler publicaram em 1985 o capitulo “Thalamus” do livro “The Rat Nervous
System”, no qual, baseados principalmente nos estudos de Coggeshall (1964), Altman e Bayer
(1979b) e Jones (1983), propuseram a reunido dos nicleos do tdlamo dorsal em 7 grupos

(Tabela 1). Segundo esses autores, a lamina medular interna divide o tdlamo em trés

compartimentos: anterior, medial e lateral. No primeiro localiza-se o grupo anterior de

nucleos talamicos; no segundo o nicleo médio dorsal (MD) e no compartimento lateral

localizam-se os grupos ventral, lateral e posterior. Além desses, Faull ¢ Mehler (1985)

descrevem mais dois grupos de nicleos talamicos: o grupo intralaminar e o grupo da linha
média. A unido desses nicleos em grupos foi feita através de critérios citoarquitetonicos e

histoquimicos.



TELENCEFALO

CEREBELO

Figura 2. Principais subdivisdes morfofuncionais do diencéfalo e suas relagdes
anatomicas. Esquema de um corte parassagital do encéfalo de camundongo E14,
mostrando a posicdo do tdlamo dorsal, tdlamo ventral, epitdlamo e hipotdlamo
(DORSAL, VENTRAL, EPI e HIPO) no diencéfalo. Repare que para alcangar o
telencéfalo, as fibras provenientes do talamo dorsal precisam atravessar o talamo ventral.
QO, quiasma 6ptico; VL, ventriculo lateral. Figura retirada de Sherman e Guillery, 2001.
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O grupo anterior retine os nucleos: Antero-ventral (AV), antero-dorsal (AD) e Antero-
medial (AM, Figura 3A). Estes recebem aferéncias do hipocampo, cdrtex cingulado, e
complexo mamilar do hipotdlamo (Domesick, 1972). Os nicleos AV e AD projetam para o
cortex granular retrosplenial (Beckstead, 1976; Domesick, 1972) e para o hipocampo (Wyss
et al., 1979). Ja o nidcleo AM recebe projecdes ipsilaterais dos cdrtices prelimbico e orbital
medial e projecdes bilaterais dos cortices cingulado anterior e motor secundario (Shibata e
Naito, 2005) e projeta para o cortex infrarradiado rostral e caudal, cortices polar frontal,
orbital medial, agranular precentral, granular retrosplenial, entorrinal, pressubicular, perirrinal
e cingulado anterior (Domesick, 1972; Van Groen et al., 1999). Dessa forma, este grupo
constitui um componente subcortical do sistema limbico e desempenha um importante papel
no processamento da memoria espacial e aprendizado (Aggleton et al., 1996; Byatt, 1996;

Warburton et al., 1997).

O nidcleo médio dorsal (MD, Figura 3B), tnico representante do grupo medial,

conecta-se com o coértex insular agranular ventral (Gerfen e Clavier, 1979), labio dorsal do

sulco rinal e areas 32 e 24 de Brodman (Leonard, 1969; Krettek e Price, 1977).

O grupo ventral (Figura 3B) constitui o maior complexo nuclear do tdlamo dorsal.
Nele estdo contidos os nucleos: ventro-medial (VM), ventro-lateral (VL), e o complexo

ventral posterior, que se divide em nucleo ventral posterior medial (VPM) e nicleo ventral

posterior lateral (VPL). Os niicleos VM e VL recebem aferéncias da substancia negra (Clavier
et al., 1976), cerebelo (Faull e Carman, 1978), nicleo habenular lateral, formacao reticular e
coliculo superior (Herkenham, 1979). Quanto as eferéncias, o nicleo VL projeta para o cortex
motor primdrio (M1) com organizagdo topogréfica (Donoghue et al, 1979), enquanto o nicleo
VM projeta de forma “difusa” para a camada 1 de quase todo o cortex (Herkenham, 1979).
Por outro lado, os nicleos VPM e VPL recebem aferéncias das vias somatossensoriais da
cabeca e pescoco (VPM), do corpo, membros e cauda (VPL). A maior parte do nicleo VPM,
recebe aferéncias das vibrissas de forma absolutamente organizada (Davidson, 1965; Waite,
1973). Tanto VPM quanto VPL estdo reciprocamente conectados com os cortices
somatossensoriais primario (S1) e secundirio (S2). E esta conexdo também possui rigida
organizacio topografica (Wise e Jones, 1978). E interessante notar que, no rato, as regioes
corticais S1 e M1 se sobrepdem parcialmente, principalmente na regido dos membros

posteriores (Donoghue e Wise, 1982) e € exatamente para esta regido que convergem

projecdes dos nicleos VPM e VL, enquanto as regides corticais, sensorial e motora de
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representacdo da face, onde ndo hd sobreposi¢do, sdo inervadas por projecdes separadas,

provenientes respectivamente dos niicleos VPM e VL (Donoghue et al. 1979).

O grupo lateral (Figura 3C) é formado pelos nicleos lateral posterior (LP) e latero-

dorsal (LD). O nicleo LP possui duas subdivisdes; uma caudo-medial, que recebe aferentes
bilaterais provenientes do coliculo superior, e outra rostro-lateral, que recebe apenas conexdes
ipsilaterais dessa mesma origem (Perry, 1980). LP possui conexdes reciprocas principalmente
com o cdrtex visual secundario (V2) (Coleman e Clerici, 1980; Olavarria, 1979), mas também
com V1 (Bullier et al., 1984) e o cértex temporal (Mason e Groos, 1981). O nicleo LD, pela
sua proximidade com o grupo anterior, é freqlientemente tratado como parte deste grupo
(Horikawa et al.,1988). E de fato ele possui conexdes semelhantes, uma vez que se comunica
com o cortex retrosplenial e o complexo subicular (Shibata, 1998; 2000; Ishizuka, 2001),
regides corticais envolvidas com o processamento da memoria espacial (Cooper et al., 2001 e
Liu et al., 2001). LD conecta-se ainda com V1 (Négyessy et al., 2000) e com os cortices
cingulado anterior, prelimbico e motor secundario (Spiro et al., 1980; Conde et al., 1995). O
cortex motor secunddrio estd implicado com aten¢do visuo-espacial (Vargo et al., 1988) e

fungdes visuomotoras (Guandalini, 1998).

O grupo posterior (Po, Figura 3C) recebe aferéncias provenientes da medula e nicleo
do nervo trigémeo e possui conexdes aferentes e eferentes com S1 (Shigenaga et al.,1979;
Cropper e Eisenman, 1986). Este participa do processamento da informacao tétil e nociceptiva

da face (para revisao ver Gauriau e Bernard, 2002).
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Tabela 1. Distribuicdo dos nidcleos talamicos em grupos segundo Faull e Mehler (1985) e
padrao de conexdes em roedores.

Grupo nuclear

Componentes nucleares

Aferéncias

Eferéncias

Anterior

Antero-ventral (AV)

Antero-dorsal (AD)

Antero-medial (AM)

Hipocampo, cortex
cingulado, complexo
mamilar do hipotdlamo

Cortices prelimbico, orbital
medial, cingulado anterior e
motor secundario

Cortex granular retrosplenial

Cortex infrarradiado, polar
frontal, orbital medial, agranular
precentral, granular
retrosplenial, entorrinal,
pressubicular, perirrinal e
cingulado anterior

Nicleo médio-
dorsal

Nicleo médio-dorsal (MD)

Cértex insular agranular
ventral, sulco rinal e dreas
32 e 24 de Brodmann

Cértex insular agranular ventral,
sulco rinal e areas 32 e 24 de
Brodmann

Ventral Ventromedial (VM) Substéncia negra, cerebelo, Camada 1 do cortex
nucleo habenular lateral,
} formagao reticular e Cértex M1
Ventrolateral (VL) coliculo superior
Ventral posterior medial (VPM) | nucelos gracil e cuneiforme | Cortex S1e S2
Ventral posterior lateral (VPL) | cértex Sle SII
Lateral Latero-dorsal (LD) Cortex retrosplenial, Cértex retrosplenial, complexo
complexo subicular, subicular, cingulado anterior,
cingulado anterior, prelimbico,
prelimbico, motor secunddrio e V1
motor secundério e V1
Lateral posterior (LP) { Coliculo superior Cértex V1, V2, cértex temporal
Cortex V1, V2, cortex
temporal
Posterior Grupo nuclear posterior (Po) Medula
Nicleo Trigémeo
Cortex S1 cortex S1
Intralaminar Central medial (CM)

Paracentral (PC)
Central lateral (CL)

De linha média

Paraventricular (PV)
Paratenial (PT)
Interanteromedial (IAM)
Intermediodorsal (IMD)
Rombdide (Rh)
Reuniens (Re)

Com relacdo aos grupos intralaminar e de linha média, Van der Werf et al. publicaram

em 2002 uma importante revisdo na qual propdem, baseados no padrdo de conexdes, uma

nova divisdo desses niicleos em quatro grupos: dorsal, lateral, ventral e posterior. A proposta é

realmente substituir a antiga divisao (Cf. Tabela 1, Faul e Melher, 1985) na qual os nicleos

central medial (CM), paracentral (PC) e central lateral (CL) compunham o grupo intralaminar,

enquanto o grupo da linha média era representado pelos nicleos paraventricular (PV),
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paratenial (PT), interanteromedial (IAM), intermediodorsal (IMD), reuniens (Re) e rombdide

(Rh).

Por essa nova divisdo, o grupo lateral é formado pelos niicleos PC, CL e CM anterior
que projetam para o corpo estriado dorsal e o cértex cingulado. Este grupo parece estar
envolvido com o acesso flexivel e dindmico a memdrias ja formadas.

O grupo ventral, por sua vez, se constitui dos nicleos Re, Rh e CM posterior. Eles
projetam principalmente para as camadas superficiais e profundas (1 e 6) da maioria das areas
corticais, incluindo regides nao-limbicas como os cortices gustatério, visceral, insular,
auditivo e motor. Além disso, eles enviam poucas projecdes para o corpo estriado. Van der
Werf et al. (2002) propdem que as fungdes deste grupo ndo sdo de modular processos
sensoriais e motores simples, mas sim de participar do processamento cognitivo, afetivo e
polissensorial. Também hé indicios de que o nidcleo reuniens esteja relacionado com o
processamento da memoria. Veremos adiante que, segundo nossos resultados, os grupos
lateral e ventral estdo sujeitos ao fendmeno de regressdo de conexdes.

O grupo dorsal é formado pelos niicleos PV, PT e IMD. Ao contririo dos outros
grupos, este possui projecdes diretas para o nicleo acumbente medial e a amigdala. Possui
conexdes reciprocas com o cértex prefrontal medial. Esta dltima conexio existe com todos os
quatro grupos, mas com o grupo dorsal é ainda mais forte. O grupo dorsal também projeta,
como 0s outros grupos, para os cortices entorrinal e insular agranular. Este grupo estd
relacionado com fungdes viscero-limbicas.

Ja o grupo posterior é formado pelos nticleos parafascicular (Pf) e centromediano, os
quais sdo observados separadamente em primatas, mas ndo em roedores. O grupo posterior
difere dos outros grupos pela intensidade e preferéncia das proje¢des para os nucleos da base
e nuicleos subtalamicos. Este grupo estd relacionado com a modulacio de respostas motoras.

Ao descrever cada nicleo especificamente, esses autores mencionam que o nticleo PC
recebe aferentes do coliculo superior e do NGL e projeta para o cértex visual, exceto para V1.
E o niicleo CL recebe do coliculo superior e cértex visual, exceto V1 e V2, e projetando para
o cortex ocipital. Apenas estes nicleos parecem estar relacionados diretamente com o sistema
visual. Tomados em conjunto, todos esses nudcleos intralaminares e de linha média estdo

relacionados com estados de alerta e vigilia.
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Tabela 2. Redistribui¢io dos nicleos intralaminares e de linha média, segundo Van der Werf
et al., 2002.

Grupo nuclear talimico | Componentes nucleares Aferéncias Eferéncias
Grupo lateral Central medial anterior (CMA) Cortex prefrontal Corpo estriado dorsal
medial Cortex cingulado.
{ Cortex prefrontal medial
Paracentral (PC) Coliculo superior
Central lateral (CL) Coértex visual { + cortex visual
Grupo ventral Reuniens (Re) Cértex preforntal Maioria das dreas corticais
Romboide (Rh) medial Corpo estriado dorsal e Cortex
Central medial posterior (CMP) prefrontal medial.
Grupo dorsal Paraventricular (PV) Cortex preforntal Cortex preforntal medial
Paratenial (PT) medial Cortex agranular insular e
Intermediodorsal (IMD) entorrinal
Niicleo Acumbente
Amigdala
Grupo posterior Parafascicular (PF) Cortex prefrontal Cortex prefrontal medial
Centromediano medial Nicleos da Base
Nicleos Subtaldmicos

Ocorre que esta tentativa de reunir todos nuicleos talimicos em grupos até hoje ¢ uma
tarefa dificil e que de alguma forma sempre se mostra falha. As seguintes inconsisténcias
servem como exemplos. Na divisdo de Faull e Mehler (1985) falta, entre outros, o nicleo
NGL. J4 no capitulo seguinte do livro “The Rat Nervous System”, que trata do sistema visual,
Sefton e Dreher (1985) usam o termo “regido dorsolateral” do tdlamo para indicar a posi¢io
desse nudcleo. Haveria entdo um grupo dorsolateral? Sobre esta questdo até hoje ndo hd um

consenso na literatura.

Por outro lado, podemos identificar regras gerais na conectividade tdlamo-cortical: os
nucleos talamicos podem ser classificados como especificos, que filtram dinamicamente as
informagdes para as diversas modalidades sensdrio-motoras, ou inespecificos, cujas projecdes

sdo mais difusas e relacionadas com a ativagdo cortical. O nucleo reticular modula a aco

destes através de alcas locais inibitorias (Pinault, 2004).
Os nitcleos especificos projetam, entdo, para dreas corticais especificas, fendmeno

conhecido como especificidade inter-dreas (Figura 4A). Além disso, dependendo da posicdo

da célula dentro de cada niicleo talamico, ela projeta para um sitio especifico da drea cortical

em questdo, fendmeno de especificidade intra-drea (Figura 4B). De forma geral, as projecdes

tdlamo-corticais seguem um padrdo topografico organizado ao longo do eixo rostro-caudal e
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latero-medial. Ou seja, células pertencentes a nidcleos mais rostrais projetam para areas
corticais rostro-mediais, enquanto que as células pertencentes aos nucleos caudais, projetam
para areas caudais no cdrtex. Da mesma forma, axonios originados em nicleos taldmicos
laterais tendem a projetar caudalmente no cértex, enquanto os originados em nicleos mediais
projetam mais rostralmente (Figura 5; para revisdo ver Vanderhaeghen e Polleux, 2004).
Entretanto esta regra topografica vale apenas para os nucleos especificos, uma vez que os
nucleos inespecificos e reticular projetam de forma difusa (Jones, 2001).

Apesar disso, a idéia inicial de um nicleo especifico transmitindo impulsos aferentes
de determinado tipo (visual, auditivo, somatossensorial, cerebelar, etc.) e para uma tinica drea
do cértex com funcdo correspondente ja se mostra ultrapassada. Por exemplo, nas décadas de

1960 e 1970 ainda se discutia se o cortex visual primario (V1, drea 17 de Brodman ou cértex

estriado) recebia aferéncias de algum outro ndcleo além do geniculado lateral dorsal (NGLd)

(Benevento e Ebner, 1971) e inversamente, se o0 NGLd projetava para outro sitio cortical além
de V1 (Garey e Powel, 1967). Hoje sabemos que muitas dreas corticais sdo inervadas por mais
de um ntcleo talamico (Killackey e Ebner, 1973; Bullier, 1985; Manger e Rosa, 2005) e que
muitos nucleos taldmicos, inclusive 0 NGLd, enviam axdnios para mais de uma 4rea cortical
(Geisert, 1980; Bullier et al., 1984; Kennedy e Bullier, 1985). Neste caso a divergéncia das
conexdes pode ocorrer de duas maneiras: (1) populacdes distintas de células de um mesmo
nucleo projetam para areas corticais distintas ou (2) o axonio de uma tnica célula emite ramos
colaterais, permitindo que ela inerve mais de uma &drea cortical (Bullier et al., 1984).
Verificamos que conforme os métodos de investigacdo vao se tornando mais sensiveis e mais
amplamente usados, revela-se mais complexa a forma de relag@o entre os nicleos talamicos e

o cortex.



28

A Cortex Sf‘/
VB
Qv = 9

Rostral Dorsal

Lateral<_T Lateral J

Figura 4. Especificidades topograficas das conexdes talamo-corticais. (A) especificidade inter-areas, cada
ndcleo projeta para uma area cortical especifica. (B) especificidade intra-area, as projecdes mantém as
relacGes topograficas de representacfo sensorial da periferia. Neste exemplo, os axonios da parte lateral
do nucleo VB (azul claro) projetam para a regifio medial do cdértex S1 enquanto os axdnios da regido
medial do tdlamo projetam para a regido lateral do cértex S1. M1, 4rea motora priméria; S1, area
somatossensorial primaria; V1, area visual primaria; Al area auditiva primaria; VL, ntucleo taldmico ven-
trolateral, VB, nucleo ventrobasal; LGN, nicleo geniculado lateral; MGN, nucleo geniculado medial.
Figura adaptada de Vanderhaeghen e Polleux, 2004.
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Eixo rostro-caudal

Rostral

Lateral Medial

Ventral
Caudal

Eixo latero-medial

CAPSULA
INTERNA

Figura 5. Organizagfo topografica das proje¢des talamo-corticais ao longo dos eixos rostro-caudal e
latero-medial. Células pertencentes a niicleos mais rostrais do tdlamo, projetam para areas corticais
rostro-mediais, enquanto que as células pertencentes aos nucleos caudais, projetam para dreas caudais
no coértex. Da mesma forma, axonios originados em nucleos taldmicos laterais tendem a projetar
caudalmente no cortex, enquanto os originados em nucleos mediais projetam mais rostralmente. Figura

adaptada de Vanderhaeghen e Polleux, 2004.
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1.3 Vias visuais
As informagdes visuais, provenientes do mundo externo penetram na retina e desta
sdo conduzidas, através das células ganglionares, principalmente para o NGLd, NGLv, tecto e
pretecto. Duas grandes vias de axOnios visuais chegam ao tilamo dorsal: (1) a via
lemnotaldmica uma via de aferentes retinianos que inervam diretamente o diencéfalo no
NGLd e (2) a via colotalamica, formada por aferentes mesencefdlicos do coliculo superior,
que por sua vez, recebe axdnios diretamente da retina (Ebbesson, 1970, 1972; Butler, 1994) e
projetam para o nicleo lateral posterior (LP). A via lemnotalamica estaria mais comprometida
com a veiculacdo direta para o diencéfalo, com a informacdo sobre as relagdes topograficas
entre pontos claros e escuros no campo visual, isto €, com os detalhes das formas. Ja a via
colotalamica estaria mais envolvida com a veiculac@o da informagdo sobre o movimento, uma
vez que se origina no mesencéfalo, uma regido integrativa polissensorial, responsdvel pela
computagdo da informacdo sobre o movimento e o tamanho relativo de formas, relacionando
estes parametros visuais com informagdes somatossensoriais para a tomada de decis@o e a
movimentacao direcionada (Ewert et al., 1985). Existem evidéncias de conexdes diretas entre
o coliculo superior e o0 NGLd em roedores (Robson e Hall, 1976; Reese, 1984), sugerindo
uma convergéncia entre das duas vias (para revisdo ver Furtado, 2005).
A via retino-geniculo-cortical alcanca o coértex visual primdrio (drea 17)
principalmente na camada 4. J4 a via retino-coliculo-tdlamo-cortical atinge principalmente as
camadas 3 e 4 do cértex extra-estriado (4reas 18, 7, 20) além de algumas conexdes para a drea

17 (Hughes, 1977).

Uma vez que Martin (1986) estimou que apenas 37% das células ganglionares
projetam para o NGL no rato, enquanto Linden e Perry (1983) mostraram que o coliculo
superior € inervado por pelo menos 90% das células ganglionares, se conclui que as células
ganglionares projetam para ambos os alvos através de colaterais, como sugeriu Sefton antes
que isso fosse demonstrado (1968).

Mesmo derivadas das mesmas células ganglionares hd evidéncias a favor de uma
segregacdo morfofuncional das duas vias. H4 inclusive evidéncias de que células ganglionares
de tamanhos de corpos diferentes projetam para alvos distintos no SNC. Por exemplo,
Rapaport e Wilson (1983) separaram as células ganglionares em quatro grupos baseados no
tamanho dos corpos celulares e, através de marcagdo retrograda, verificaram que os quatro
grupos de células projetam para o CS, enquanto apenas os trés grupos de maior tamanho

projetam para o NGL. Mais especificamente, Martin (1986) verificou que as células
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ganglionares que projetam para a regido antero-ventral do NGL, possuem corpos celulares
maiores do que as células que projetam para a regido postero-dorsal desse mesmo niicleo no
rato.

Além disso, alguns poucos trabalhos em diferentes espécies mostraram indicios de
que, além dos nticleos talamicos classicamente conhecidos como integrantes do sistema visual
(NGL, LP e pulvinar do gato, da raposa voadora, do tupaia e do macaco), outros nicleos
talamicos, inespecificos, também poderiam estar relacionados com a 4rea visual primdria. Por
exemplo, Herkenham (1978) encontrou ramificacdes terminais na drea V1 apds injecdo de

rastreador anterégrado (aminoacidos radiomarcados com tritio) no nucleo reuniens do rato

(Figura 6). Do mesmo modo, Gould et al. (1978) encontraram degeneracido axdnica no cortex
visual apdés ampla lesdo na regido da linha média do tdlamo do insetivoro Paraechinus
hypomelas (Figura 7). Essa regido poderia corresponder a regido intralaminar anterior do
tdlamo do gamb4, a qual recebe projecdes do coliculo superior e do pretecto (Rafols e Matzke,
1970). No entanto, esses resultados sdo questionaveis devido aos métodos utilizados; injecdes
ou lesdes extensas no tilamo podendo marcar/atingir indevidamente fibras de passagem.

Mais recentemente, usando rastreadores retrégrados mais sensiveis como o azul rapido
(Fast Blue) e o amarelo diamidino (Diamidino Yellow), Kennedy e Bullier (1985) verificaram
marcagdo no grupo intralaminar (ILN) apds injecdo na drea V1 de macacos. Na revisdo sobre
as conexoes aferentes e eferentes aos ndcleos da linha média e intralaminares, Van der Werf
et a.l (2002) mencionam, muito vagamente, que os nicleos PC e CL projetam para areas
corticais visuais, mas ndo indicam precisamente quais areas visuais (Figuras 8 e 9). Quanto as
aferéncias, eles mencionam que o nicleo PC recebe do CS e do NGL, enquanto o niicleo CL
recebe do CS e do cortex visual exceto V1 e V2. No entanto, esses autores ndo discutem esse
achado e, sobre o papel funcional dos nicleos da linha média e intralaminar, propdem que
estdo relacionados com o estado de alerta e atencdo, sem mencionar um papel visual
especifico.

Na mesma linha, Cavalcante et al. (2005) mostraram pela primeira vez em vertebrados
a existéncia de projecdo da retina para os seguintes nicleos no sagiii: PV, Rh, IAM e Re
(nicleos da linha média) e CM, CL, centrodorsal (CD) e parafascicular (Pf) (nicleos
intralaminares). Apesar do sagiii ter um cérebro mais complexo e de ser um animal
filogeneticamente distante do rato, esse € mais um indicio de que ntdcleos posicionados

medialmente no tdlamo podem também estar relacionados com o sistema visual.
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Figura 6. Proje¢des do nucleo reuniens para o cértex visual no rato adulto. (A) corte coronal mostrando
a injegdo de tragador anterogrado (aminoacidos radiomarcados) no ntcleo reuniens. (B) corte coronal ao
nivel de V1 mostrando as fibras marcadas alcangando a camada 1. As linhas pontilhadas ilustram fibras
passando no plano de corte e os pontos indicam ramificagoes terminais. hl, regido hipotaldmica lateral;
prs, pré-subiculo; rsag, area retroesplenial agranular; rsg, area retroesplenial granular. Figura adaptada
de Herkenham, 1978.

Figura 7. Proje¢des da regido medial do tdlamo para a camada I do cortex V1 do insetivoro
(Paraechinus hypomelas) mostrando a degeneracdo anterdgrada, resultante de uma grande lesdo
no terco médio do talamo do ourigo. Os pontos indicam a presenca de terminais em degeneragao.
De A a D, hemiencéfalos em cortes coronais (rostral/caudal). Figura retirada de Gould et
al., 1978.



33

Figura 8. Proje¢des do nucleo paracentral (PC) para o cortex de ratos adultos apos injecdo do
tragador anterégrado leucoaglutinina do feijdo (Phaseolus vulgaris) em corte coronal. Note a
marcagdo no cortex visual. O quadro superior a direita representa a regido medial do talamo,
mostrando de forma esquematica a posi¢céo do nucleo PC. CP, caudado putamen. Figura
adaptada de Van der Werf et al., 2002.
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Figura 9. Projecdes do nucleo central lateral (CL) para o cortex de ratos adultos apos injegdo do
tragador anterégrado leucoaglutinina do feijdo (Phaseolus vulgaris) em corte coronal. Note a
marcagdo no cortex visual. O quadro superior a direita representa a regido medial do talamo,
mostrando de forma esquematica a posi¢do do nucleo CL. RSPv, cdrtex retroesplenial ventral.
Figura adaptada de Van der Werf et al., 2002.



35

Finalmente, Dreher et al. (1990), mostraram marcagao retrograda nos nicleos VM, RE
e grupo ILN, além do NGL e do LP, ap6s injecdo de marcador fluorescente retrogrado na area
17 de ratos com 20 dias de vida pds-natal (P20). O grupo ILN e o Po foram marcados apds
injecdo na borda 17/18 de animais da mesma idade. J4 nos animais adultos, o dnico nicleo
marcado além do NGL e do LP, foi o grupo ILN, mais especificamente os nicleos CM, PC e
CL (Figura 10).

Esse conjunto de dados sugere que alguns niicleos talimicos mediais podem ter —
no adulto ou s6 durante o desenvolvimento — projecoes para o cértex visual primario. A
Figura 11 representa um resumo, baseado na literatura acima citada, mostrando quais os

nucleos taldmicos que projetam para a drea 17 no rato recém-nascido e no adulto.

1.4 Desenvolvimento das conexoes talamo-corticais visuais no rato

O tdlamo e o cdrtex s@o estruturas pertencentes ao SNC o qual se origina a partir da

placa neural do embridio que se constitui de um espessamento do neuroectoderma
embriondrio. As células da placa neural sofrem divisdes e tornam-se prismadticas, causando
um dobramento e que por fim se fecha, formando o tubo neural. A extremidade cranial do
tubo neural apresenta a principio trés vesiculas: o prosencéfalo, mais anterior; o mesencéfalo,
no meio e o rombencéfalo, mais posterior. O prosencéfalo origina duas vesiculas: o
telencéfalo (que dd origem ao cértex cerebral, niicleos da base e hipocampo) e o diencéfalo
(que d4 origem ao tdlamo, hipotilamo e epitilamo). O mesencéfalo ndo forma novas
vesiculas, e continua sendo chamado de mesencéfalo. O rombencéfalo, por sua vez, origina
duas novas vesiculas: o metencéfalo (cerebelo e ponte) e o mielencéfalo (bulbo). Todas estas
estruturas, em conjunto, formarao o que chamamos de encéfalo. A continuacio caudal do tubo

neural € cilindrica, chamada de medula primitiva, e originard a medula espinhal. As cavidades

no interior das vesiculas formardo os ventriculos cerebrais e os ductos de comunicagéo entre
eles. Células periféricas na placa neural formam a crista neural a qual d4 origem, entre outras

estruturas, ao sistema nervoso periférico (para revisdao ver Super et al., 1998).
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+ Fast Blue

Figura 10. Nucleos talamicos que projetam para o cdrtex V1 no rato jovem (P29). As células
retrogradamente marcadas apds inje¢do de fast blue em V1. (A) Diencéfalo rostral em corte coronal;
marcagdo retrograda nos ndcleos reuniens (Re), central medial (CM), paracentral (PC), central lateral
(CL) e complexo posterior (PO) além do geniculado lateral (LGN). (B) Diencéfalo caudal em corte coro-
nal; intensa marcacgfo retrograda nos niicleos lateral posterior (LP), PO e LGN. CP pedunculo cerebral;
MG nucleo geniculado medial; NIII, nicleo oculomotor; OT, trato dptico; PT, pretectum; SC, coliculo
superior; SNc, substancia negra compacta; SNr, substincia negra reticulada; VL, ntcleo ventrolateral;
VLG ntcleo geniculado lateral ventral; ZI, zona incerta. Figura retirada de Dreher et al., 1990.

Figura 11. Nucleos talamicos que projetam para o cortex visual primario de roedores desde o
desenvolvimento até a idade adulta (vista coronal). Os nucleos geniculado lateral dorsal
(NGLAd) e lateral posterior (LP), em azul escuro, fornecem a maior quantidade de aferentes
para o cortex visual primario (V1). J4 os nucleos intralaminares: paracentral (PC), central lat-
eral (CL) e central medial (CM), em azul intermedidrio, projetam em menor quantidade, tanto
durante o desenvolvimento quanto no adulto. Os nucleos ventro-medial (VM), reuniens (Re), e
complexo posterior (Po), em azul claro, projetam para V1 somente durante o desenvolvimento.
Dados reunidos de Van der Werf et al., 2002 e Dreher et al., 1990.
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Conforme ja foi exposto, o tidlamo e o cortex cerebral trabalham juntos no
processamento sensorial e no comando das fungdes motoras do animal. Apesar disso, a
organizagdo citoarquitetonica dessas duas estruturas € bem diferente, sendo o tdlamo formado
por grupamentos de neurdnios organizados em nicleos taldmicos e o cértex formado por
camadas, ambos contendo neur6nios de fenétipo e densidade diferente. Para estabelecer
morfologias tdo distintas, o cortex e o tidlamo utilizam diferentes estratégias de
desenvolvimento. Grande parte dos estudos sobre o desenvolvimento do encéfalo trata
especificamente do desenvolvimento do cortex cerebral (revisdes em: Campbell, 2003; Grove
e Fukuchi-Shimogori, 2003; Rubenstein er al., 1998), enquanto relativamente poucos
trabalhos foram dedicados ao desenvolvimento do tdlamo.

De maneira geral, podemos dividir a formacao do encéfalo nos seguintes estagios: (1)
geracdo das células nervosas, (2) migragdo das células nervosas, (3) diferenciacio celular e
estabelecimento das conexdes, (4) fendmenos regressivos e (5) mielinizagdo. Veremos que
muitas vezes estas etapas se sobrepdem. Abordaremos com mais detalhes a etapa de

fendmenos regressivos, uma vez que se trata do nosso objeto de estudo.

1.4.1 Geracao das células nervosas
As células que constituem o tdlamo e o cdrtex cerebral originam-se principalmente de

uma camada germinativa préxima as paredes ventriculares chamada zona ventricular

(Shimada e Langman, 1970; Caviness, 1982). Esta € uma zona proliferativa que faz parte de
um epitélio pseudo-estratificado e que também tem, no inicio do desenvolvimento, uma zona
marginal (Shimada e Langman, 1970). Em fun¢@o da intensa proliferagcdo celular que sofre, a
zona ventricular aumenta sua espessura durante o desenvolvimento, mas no final da
neurogénese ela sofre uma reducdo e se transforma em zona ependimdria (Smart, 1973;

Altman e Bayer, 1990). H4 também uma segunda zona proliferativa, a zona subventricular,

adjacente a zona ventricular. A zona subventricular possui menor densidade celular que a
zona ventricular e células com caracteristicas morfoldgicas distintas (Altman, 1969; Privat e
Leblond, 1972; Altman e Bayer, 1990). Nela sdo gerados neurdnios para as camadas mais
externas do neocértex (Tarabykin et al., 2001), astrécitos para o cortex cerebral (Parnavelas,

1999) e interneurdnios para o bulbo olfatério (Luskin, 1993).
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1.4.2 Migracao das células nervosas

Na fase de migracdo, observamos estratégias peculiares para o tdlamo e o cortex. No
entanto, em ambos os casos, a maior parte dos neurdnios s6 comeca a migrar apds a
interrupg¢ao do ciclo celular (Rakic, 1974; 1990).

Cada nucleo talamico possui células com caracteristicas morfofisioldgicas prdprias,
expressando neurotransmissores especificos e estabelecendo conexdes com diferentes dreas
corticais. Por isso, para construir os circuitos neurais corretos, € necessario que as células pos-
mitdticas deixem a camada adjacente ao terceiro ventriculo com a informagdo correta do
endereco do nucleo ao qual devem pertencer. Esse endereco nada mais € do que a posi¢do em
relacdo aos eixos antero-posterior (AP) e dorsoventral (DV) do diencéfalo (revisdo em Lim e
Golden, 2006). Existe uma hipétese de que células progenitoras talamicas sdo organizadas na
ZV como um mosaico, onde cada grupamento daria origem aos neurdnios de um determinado
nucleo diencefédlico (Altman e Bayer, 1988). Dessa forma, é provdvel que ndo apenas as
células pos-mitéticas, mas mesmo as células progenitoras dos neurdnios taldmicos ja tenham
determinado suas posicoes finais ao longo dos eixos antero-posterior e dorsoventral. Jessell
(2000) sugere que as células progenitoras da medula espinhal adquirem sua identidade
regional através de cddigos de expressdo de fatores de transcricdo, que sdo regulados por
moléculas de sinalizacdo. Hashimoto-Torii ef al. (2003) sugerem um mecanismo similar para
o diencéfalo. De qualquer modo, ao interromper o ciclo celular, as células pds-mitéticas
diencefalicas migram pela zona do manto e se agrupam formando os niicleos.

Altman e Bayer (1979a, 1979b) demonstraram a origem exata de diversas estruturas
diencefalicas no neuroepitélio do terceiro ventriculo do rato (Figura 12). Segundo este estudo,
o talamo dorsal tem origem no 16bulo neuroepitelial dorsal (uma regido especifica do terceiro
ventriculo, Figura 12), enquanto a zona incerta e o nucleo reticular originam-se no lobo
neuroepitelial ventral. Os niicleos Re, Rh, MD, AM, AD e AV, cuja origem embrioldgica é o
16bulo neuroepitelial superior, foram classificados como constituintes do tdlamo medial.

McAllister e Das (1977) mostraram em ratos, que o pico da neurogénese para a
maioria dos nucleos talamicos dorsais, inclusive o NGL, ocorre em E15. No entanto, para
Lund e Mustari (1977) o NGL se forma entre E12 e E14. Altman e Bayer (1979a) procuraram
gradientes inter e intranucleares no desenvolvimento do diencéfalo do rato e verificaram um
padrio de formacdo de fora para dentro (outside-in), uma vez que as células dos nicleos
situados lateralmente sdo geradas antes das pertencentes aos nicleos mais mediais (Figura

13). Esses mesmos autores ndo encontraram um gradiente intranuclear para o NGL, embora
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Lund e Mustari (1977) tenham verificado que as células situadas lateralmente no NGL sdo
geradas antes daquelas situadas medialmente neste mesmo nicleo.

No cortex, as células se distribuem de forma laminar ao invés de se agrupar em
nicleos. Dependendo da sua posicdo laminar, as células corticais também possuem
caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas especificas, bem como um padrio préprio de
conexdes. Assim como descrevemos para o tdlamo, parece que a especificagdo neural das
células corticais - neste caso a determinacdo da sua posi¢do laminar - também ocorre
precocemente, ainda na zona germinativa (McConnell e Kaznowski, 1991).

A formacdo das camadas corticais (Figura 14) ocorre a partir de neurdnios que migram
da ZV em direcdo a pia, formando uma camada chamada pré-placa (PP) (Shimada e
Langman, 1970). A PP se distancia da ZV com o aparecimento da zona intermedidria (ZI),
uma regido formada por neur6nios em migragdo, prolongamentos de glia radial e axdnios em
crescimento (Caviness, 1982). A PP, por sua vez, é o destino dos primeiros neuronios
migratérios que vdo formar as camadas corticais. Em razdo deste acimulo de neurdnios,
forma-se a placa cortical (PC) (Marin-Padilla, 1992; Meyer et al., 2000) e a PP ¢ dividida em
subplaca (SP) e zona marginal (ZM) (Bayer e Altman, 1990; Caviness, 1982). Essas primeiras
células que se acumulam na SP formardo a camada 6 do cortex. As camadas 5, 4, 3 e 2 se
formam nesta ordem, ou seja, os neurdnios migram das camadas germinativas (ZV e ZSV)
por entre as camadas pré-existentes e param quando encontram a ZM, a qual formard a
camada 1. Dessa forma, verificamos que as camadas do cortex cerebral se formam de dentro
para fora (inside - out). O substrato fisico para esse tipo de migracdo que acabamos de
descrever, a migracdo radial, sdo células gliais especializadas, chamadas “glia radial”. Elas
formam uma espécie de trilho sobre o qual os neurdnios se deslocam (Rakic, 1972; revisdo
em Gadisseux et al., 1990). Além disso, as células da glia radial podem entrar em mitose
durante a migracdo e gerar também neur6nios (Noctor et al., 2001). Muitos neurdnios
corticais também se deslocam paralelamente a pia-mater, adotando um modo de deslocamento

chamado migracdo tangencial (Rakic, 1990; 2000).



Figura 12. Origem embrioldgica das principais subdivisdes do diencéfalo. Os hachurados
correspondem a sua origem na zona ventricular. Abreviaturas: III, terceiro ventriculo; SL1,
16bulo neuroepitelial superior 1; SL2, 16bulo neuroepitelial superior 2; DL, l6bulo
neuroepitelial dorsal; ML, lébulo neuroepitelial medial; VL, l6bulo neuroepitelial ventral; IL,
l6bulo neuroepitelial inferior; ET, epitadlamo; MT, tdlamo medial; DT, tdlamo dorsal; VTa,
tadlamo ventral anterior; VTp, tdlamo ventral posterior; HY-1,2, zona hipotaldmica lateral e
intermedidria; HY - 3 hipotalamo hipofisiotropico. As abreviaturas no interior da figura
referem-se aos nomes dos nucleos. Figura modificada de Altman e Bayer, 1979.

Figura 13. Gradiente espago-temporal de neurogénese do diencéfalo do rato. As setas grossas
indicam que o desenvolvimento dos nucleos talimicos obedece uma sequéncia de fora para
dentro (outside-in). As setas finas mostram a sequéncia de desenvolvimento dentro de um
mesmo niicleo talamico. A direita, subdivisdes do epitdlamo (ET), tallamo medial (MT), talamo
dorsal (DT) e tilamo ventral anterior e posterior (VTa, VTp). A esquerda, a indicagdo das datas
do pico de neurogénese para cada regido diencefélica. Veja que as estruturas mais proximas da
linha média sdo as Gltimas a serem formadas. Figura retirada de Altman e Bayer, 1979.
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Figura 14. Formacéo das camadas corticais. Inicialmente os neurdnios migram da zona ventricular
(ZV) em dire¢do a pia, formando a pré-placa (PP). A PP se distancia da ZV com o aparecimento
da zona intermedidria (ZI), uma regifio preenchida por neurénios em migragédo, prolongamentos de
glia radial e axonios em crescimento. A PP por sua vez, vai acumulando os neurdnios que vao
formar as camadas corticais. Em razfio deste acimulo de neurdnios, forma-se a placa cortical (PC)
e a PP ¢ dividida em subplaca (SP) e zona Marginal (ZM). Essas primeiras células que se
acumulam na PP formardo a camada VI do cortex. As camadas 5, 4, 3 e 2 se formam nesta ordem,
ou seja, os neurdnios migram das camadas germinativas (ZV e ZSV) por entre as camadas pré-
existentes e param quando encontram a ZM, a qual formard a camada 1. Muitos neurdnios
corticais também se deslocam paralelamente a pia e a esse deslocamento denominaram migragdo
tangencial. Figura retirada do livro “Cem bilhdes de neurdnios” de Roberto Lent.
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Tanto no tdlamo como no cortex, a especificacdo neural ocorre precocemente, no fim
do ciclo celular e ainda na zona germinativa. A estratégia de migracdo gliofilica, ao longo de
fibras de glia radial, também é comum as duas estruturas. Por outro lado, elas divergem
quanto ao seu gradiente espago-temporal de formacdo: enquanto os niucleos talamicos se
formam de fora para dentro (outside- in), as camadas do cortex cerebral se formam de dentro

para fora (inside-out).

1.4.3 Direcionamento axonico e estabelecimento das sinapses

Quando um neurdnio finalmente se diferencia, ele precisa formar conexdes com seus
alvos que podem estar muito distantes. Os axonios dos neurdnios do NGL, por exemplo,
atravessam diversas regides diencefdlicas e telencefélicas, guiados por moléculas de
direcionamento (Lopez-Bendito e Molndr, 2003; Vanderhaegen e Polleux, 2004). Em ratos,
esses axdnios invadem o telencéfalo no dia E16 e percorrem a zona intermédia abaixo da
placa cortical, alcancando a area visual no dia E18 (Lund e Mustari, 1977). As primeiras
conexdes tdlamo-corticais estardo estabelecidas proximo a data do nascimento (E22). De fato,
estudos (Tessier-Lavigne e Goodman, 1996) vém mostrando o papel de diferentes moléculas
no direcionamento dos ax6nios para seus alvos. No entanto, uma vez que o axdnio alcanga a
area alvo, ele ainda precisa reconhecer quais as células com quem estabelecerd contatos
sindpticos (Scheiffele, 2003).

Por tudo isso, nao é surpreendente que apés formar cerca de trilhdes de conexodes
sindpticas seja necessario um periodo de rearranjo e de refinamento destas conexdes, o

qual prossegue através de estabilizacao ou eliminacio (poda) seletiva.

1.4.4 Desenvolvimento dos aferentes talamo-corticais

Em 1998, Molnér et al. publicaram um trabalho detalhado a respeito dos mecanismos
de estabelecimento das conexdes tdlamo-corticais no rato. As informagdes que seguem sao
baseadas nessa publicagdo.

Os axOnios taldmicos crescem através do corpo estriado em desenvolvimento,
alcangam a zona intermedidria do cortex na idade E15,5 e a subplaca em E16. Ao mesmo
tempo em que os axOnios tdlamo-corticais estdo chegando no cdrtex, ocorre o pico de
neurogé€nese dos neurdnios da placa cortical nas zonas ventricular e subventricular.

Entre E16 e E19, a maior parte dos axdnios oriundos do NGL acumula-se na zona

intermedidria e na subplaca. Neste periodo, os axdnios aferentes desenvolvem ramificagdes
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que se restringem a regido da subplaca. A partir de E19-E20, ocorre a invasdo cortical dos
aferentes talamicos. Os axonios mudam sua trajetoria na substincia branca, formando um
angulo de aproximadamente 90 graus parar invadir o cértex radialmente, em diregéo a pia.

No dia do nascimento (E22), alguns axonios taldmicos possuem ramificagdes na
camada 6 da placa cortical e terminam nesta regido, enquanto que a maioria se ramifica na
camada 6 e emite ramos para as futuras camadas 5 e 4. J4 nesta idade, alguns axonios
arborizam tangencialmente na camada 1; estes axonios oriundos do niicleo lateral posterior
sd0 os primeiros a invadir o cértex visual.

A partir de P2, muitos axonios oriundos do NGL ja formam ramifica¢des dentro da

camada 4 (revisdo em Furtado, 2005).

1.4.5 Fenomenos regressivos

Dentro deste universo de milhdes de possibilidades de comunicagdo entre os
neurOnios, a estratégia de formar conexdes exuberantes para em seguida seleciona-las
mostrou-se bastante eficaz ao longo da evolugdo. Desse modo, os eventos "regressivos”,
caracterizados pela remogdo de neurdnios e conexdes, fazem parte do desenvolvimento
normal do cérebro de muitas espécies de mamiferos.

Em sua revisdo recente sobre o processo de exuberidncia no desenvolvimento dos

circuitos corticais, Innocenti e Price (2005) definem como exuberfincia microscépica a

superprodugdo de estruturas envolvidas com a comunicagdo entre neurdnios dentro de um
territério cortical restrito, incluindo a formacdo de sinapses, espinhas e ramos dendriticos ou
ramos axonicos transitorios em camadas ou colunas nas quais ndo estardo mais presentes no

animal adulto. Por outro lado, a exuberdncia macroscépica refere-se a formacgéo de projecdes

transitorias entre dreas ou regides distintas do SNC. Isso inclui proje¢des transitdrias aferentes
e eferentes entre um sitio cortical e uma area cortical distinta, ou um nucleo subcortical, a
medula espinhal ou o cerebelo. Os autores reconhecem que a distingdo entre esses dois tipos
de exuberincia nem sempre € muito clara.

Inicialmente acreditava-se que a existéncia do alvo era o fator que determinava a
sobrevivéncia de um neurdnio. Isso foi demonstrado inicialmente por Hamburger em 1949 e
confirmado com a descoberta do fator de crescimento neuronal (NGF) (Levi-Montalcini,
1952; Cohen e Levi-Montalcini, 1956). O NGF € uma substancia neurotréfica liberada pelas
células alvo. Alguns neurOnios sdo estritamente dependentes do NGF e células jovens
parecem inclusive competir pelas moléculas neurotréficas disponiveis nos alvos durante

etapas criticas do desenvolvimento (Davies et al, 1987). Em seguida, outras moléculas
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troficas foram reveladas (revisdo em Barde, 1989) e foram chamadas de “neurotrofinas”. Hoje
sabemos que ndo apenas o alvo € importante para a sobrevivéncia do neurdnio aferente, mas o
contrario também é verdadeiro: as aferéncias sdo essenciais para a sobrevivéncia do alvo
(revisado por Linden, 1994). Nesta revisdo, Linden propde que os mecanismos envolvidos no
controle da sobrevivéncia neuronal pelos axdnios aferentes incluem interagdes celulares
mediadas por contato, processos dependentes de atividade provocados por neuromoduladores
e neurotransmissores e liberacdo de fatores tréficos pelos proprios axdnios aferentes.

Hé4 evidéncias de que o fendomeno de apoptose (morte celular programada),
responsével pela eliminacdo das células em excesso, ocorre através de uma cascata metabdlica
disparada pela ativacdo de genes especificos (Ellis et al., 1991; Johnson e Deckwerth, 1993).
Esse processo atinge ndo apenas os neurdnios, mas também as células da glia e ocorre tanto
no sistema nervoso central quanto no periférico (Barres et al., 1992). Spreafico et al. (1995)
verificaram a ocorréncia de apoptose em praticamente todos os nucleos taldmicos durante o
desenvolvimento pés-natal do rato, apresentando um pico de morte celular em P5. Spreafico
et al. (1955) comentam que apesar de identificar células apoptéticas espalhadas por todo o
tdlamo, ndo havia, no total, um nimero muito significativo destas. Por outro lado, Waite et al.
(1992) verificaram a presenca de 30 a 40% de nicleos picnéticos no complexo ventrobasal
com pico de morte celular em P2. Para Spreafico esta divergéncia nio tem outra explicacdo a
ndo ser a diferenca de estratégia metodoldgica utilizada em ambos os trabalhos. Este mesmo
autor ressalta que, no cdértex, o fendmeno de apoptose ocorre de forma bem mais expressiva.
No cortex de ratos, o pico de morte celular ocorre na primeira semana pds-natal,
especificamente entre PS5 e P8, sendo mais pronunciado na camada 6b e substincia branca
subjacente, bem como na borda entre a placa cortical e camada 1.

Existe uma estimativa de que no total ocorra a morte de cerca de 70-80% dos
neurdnios durante o desenvolvimento dos vertebrados (Clarke, 1985). Embora essa estimativa
ndo seja muito precisa, uma vez que o periodo de morte se sobrepde ao periodo de
multiplicagdo celular, ji sugere uma perspectiva da dimensdo e importancia deste fendmeno
para o desenvolvimento.

Outro fendmeno regressivo bastante conhecido € a “poda” ou retracdo de ramificacdes
axOnicas. Inicialmente, Wise e Jones (1976) e Innocenti et al. (1977) verificaram, apds a
injecdo de rastreador retrogrado (peroxidase-HRP), respectivamente no cortex parietal do rato
e no cortex visual do gato em desenvolvimento, a presenga de neurdnios calosos em regides
do cértex que no animal adulto sdo desprovidas destas células. A auséncia destas células nos

animais adultos poderia estar vinculada a morte seletiva das que estivessem posicionadas nos
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locais inadequados. Havia também a possibilidade de que algumas fibras calosas fossem
colaterais de neurdnios de projecdo, como indicavam os estudos de Ramoén y Cajal (1894) e
Lorente de N6 (1922). Neste caso, estas células poderiam estar simplesmente perdendo o seu
ramo caloso durante o desenvolvimento. Esta segunda possibilidade foi comprovada por
Innocenti (1981) e por O’Leary no mesmo ano (1981). Ambos utilizaram rastreadores
fluorescentes retrogrados (microesferas de latex conjugadas com fluorocromos) que tinham
por caracteristica permanecer longos periodos dentro das células. Com essa ferramenta,
verificou-se a presenca de células marcadas por todo o cértex adulto, indicando que esses
neurdnios estavam vivos. Além disso, quando um segundo rastreador era injetado no animal
adulto, a distribuicdo das células marcadas era compativel com o padrio maduro. Esses
experimentos comprovaram que a grande reducdo do ndmero de células calosas deve-se
principalmente a “poda” de ramos axOnicos de neur6nios que ficam vivos e estabelecem
conexodes com outros alvos. Posteriormente, conexdes calosas transitorias foram identificadas
no cortex somatossensorial do rato, gato e macaco (para revisdo ver Innocenti, 1991 e
O’Leary, 1992) e também observadas no sistema visual de ratos (Elberger, 1994) e hamster
(Lent et al., 1990).

Outros pesquisadores estudaram os fendmenos regressivos em nivel ultra-estrutural e
verificaram que a eliminagdo sindptica no cortex motor do macaco Rhesus afeta
principalmente as sinapses assimétricas (Zecevic et al., 1989), as quais sdo em sua maioria
excitatérias. Mais recentemente, De Felipe et al. (1997) mostraram em camundongos um dado
bastante interessante: entre as idades P4 e P32 ocorre um aumento no niimero de sinapses.
Embora neste periodo também ocorra a eliminacdo das mesmas, a produgdo supera a perda,
mas a partir de P32 até a idade adulta ocorre uma importante redugdo do nimero de sinapses.
Os autores comentam que esse decréscimo tardio da densidade sindptica estd relacionada com
o fendmeno de regressdo de ramos axdnicos, uma vez que a morte celular no cortex de
roedores ocorre principalmente na primeira semana pés-natal (Ferrer et al., 1994; Spreafico et
al., 1995). Além disso, essa perda tardia no camundongo também afeta principalmente as
sinapses assimétricas e tal fendmeno ocorre principalmente nas camadas 2/3 e 5 e um pouco
na camada 4, indicando uma regressdo seletiva dos terminais excitatérios. Os estudos por
microscopia eletronica de Blue e Parnavelas (1983) e de Micheva e Beaulieu (1996)
reforcaram a idéia da regressdo de sinapses durante as primeiras semanas de vida em
roedores.

Veremos agora um panorama dos fendmenos regressivos em diferentes regides do

sistema nervoso. Com relagdo as comunicacdes retino-talamicas/retino-coliculares, Wong e
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Hugles (1987) e Leventhal et al. (1988), mostraram que durante o desenvolvimento ocorre
reducdo do ndmero de células ganglionares na retina, enquanto Ng e Stone (1982) e Sachs et
al. (1986), mostraram a reducdo de ramos axOnicos destas mesmas células durante o
desenvolvimento. E o cendrio das comunicacdes tdlamo-corticais também ndo é diferente.
Naegele et al. (1988) mostraram, através da reconstru¢@o de axonios isolados, a eliminacéo de
ramos talamo-corticais visuais durante a segunda semana de desenvolvimento pds-natal de
hamsters. Mais recentemente, Herbin et al. (2000) mostram que o nucleo lateral posterior
intermediario (LPi) e as camadas A e Al do NGL do tilamo do gato projetam
transitoriamente para o cortex durante idades precoces do animal. Herbin ndo analisou os
nicleos talamicos mediais, mas Dreher ef al. (1990) verificaram projecoes transitérias dos
nicleos VM, RE e PO para as dreas 17 e borda 17/18b do codrtex de ratos. Analisando no
sentido inverso, Distel e Holldnder (1980) e Stanfield et al. (1982), foram os primeiros a
mencionar o fendmeno de exuberincia e regressdo das conexdes cortico-fugais durante o
desenvolvimento pds-natal do coelho e do rato respectivamente. Anos depois, Kato (1987),
mostrou um decréscimo gradual de 50% do total do nimero de células na camada 5 da drea 17
entre o nascimento e a oitava semana de vida do gato. A exuberincia cdrtico-subcortical foi
posteriormente comprovada no trato cortico-espinhal de diferentes espécies (no rato: Curfs et
al., 1994; 1995; no macaco: Galea e Darian-Smith, 1995). Quanto as conexdes cortico-
corticais exuberantes, além das conexdes calosas ja mencionadas, outros estudos revelaram
que este fendmeno de regressdo estende-se as conexdes cortico-corticais ipsilaterais. Price e
Blakemore (1985) mostraram, por exemplo, projecdes transitorias entre areas adjacentes do
cortex visual de gatos. Mais recentemente, Webster ef al. (1991) mostraram este fend6meno
entre comunicagdes do cortex temporal com o sistema limbico do macaco e Assal e Innocenti
(1993) revelaram projecdes transitérias dentro de uma mesma drea do cortex visual de gatos.
Até a década de 1980 acreditava-se que as vias tdlamo-corticais ja apresentavam desde
idades precoces, um padrdo de conex@o semelhante a forma adulta, ou seja, que o
desenvolvimento dessas conexdes ocorria somente de forma progressiva, enquanto o principio
de desenvolvimento através de exuberadncia e regressdo aparecia ser proprio das conexdes
cortico-corticais. Desde entdo, diversos trabalhos como os de Naegele et al. (1988), Dreher et
al. (1990), e Herbin et al (2000) vém mostrando fendmenos regressivos durante o
desenvolvimento pds-natal das conexdes tdlamo-corticais. No entanto, esta questdo ainda nao
¢ consenso, uma vez que recentemente Agmon et al. (1993) e Catalano et al. (1996)
reafirmam a natureza progressiva do desenvolvimento dos axdnios tdlamo-corticais

somatossensoriais do camundongo e do rato respectivamente.
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Dentro deste contexto, o objetivo geral deste estudo é investigar até que ponto a
maturacao dos aferentes talamo-corticais visuais passa por uma fase de exuberancia
transitoria. Neste trabalho, abordamos o processo de exuberancia macroscOpica, entre

nucleos taldmicos e o cortex.

1.4.6 Processo de mielinizacao dos neurdnios do SNC do rato
O processo de mielinizagdo ocorre inicialmente na medula espinhal, em seguida no
bulbo, ponte, mesencéfalo, diencéfalo e por tltimo no telencéfalo. No cérebro, a mielinizacio
dos tratos ocorre na seguinte seqiiéncia: primeiro fibras de projecdo, seguidas das fibras de
associacdo, assim como primeiro o sistema sensorial, em seguida o motor, € por dltimo o
circuito do corpo caloso. Jacobson (1963) mostrou que a mielinizacdo no tidlamo do rato
inicia-se em P10 na regido lateral do nicleo ventral posterior (VP) e em P12 no restante dos
nucleos ventrais, posteriores e laterais. Na idade P14, comecam a aparecer as primeiras fibras
mielinizadas nos nicleos anteriores e mediais. Os nucleos da linha média sdo os dltimos a
iniciarem o processo de mielinizacdo, que ocorre na idade P17. Este processo s se completa
44 dias ap6s o nascimento. Quanto as fibras tdlamo-corticais, o processo inicia-se na idade
P14 para o cértex parietal e P17 para as outras regides corticais e se estende até pelo menos
P60.
Do ponto de vista pratico, as fibras tdlamo-corticais ndo estdo mielinizadas em ratos de até
P14, o que permite a utilizagdo de rastreadores lipofilicos in vivo e post mortem. Apods esse
periodo, o emprego de rastreadores lipofilicos promove uma marcacdo difusa, devido a

grande quantidde de lipidios presentes na bainha de mielina.

1.5 As carbocianinas

O Dil (perclorato de 1°,1-dioctadecil-3,3,3’,3’,-tetrametilindo-carbocianina), o DiA
(iodeto de 4-(4-(di-hexadecilamino)estiril)-N-metilpiridinio) e o DiO (perclorato de 3,3’-
dioctadeciloxacarbocianina), sdo rastreadores lipofilicos derivados de carbocianinas. Estes
rastreadores possuem uma cabeca hidrofébica e duas caudas de hidrocarboneto com 18 a 20
atomos de carbono (Figura 15A), que conferem o caréter lipofilico da molécula e permitem a
difusdo do rastreador pelo interior das bicamadas lipidicas das membranas celulares. Estas
moléculas possuem anéis benzé€nicos em sua estrutura, conferindo-lhes propriedades

fluorescentes, ou seja, fluorescem quando expostas a uma luz de determinado comprimento de
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onda (Figura 15B). O Dil produz uma cor vermelho-alaranjada intensa quando observadas sob

filtro de rodamina ou verde palido sob filtro de fluoresceina (FITC).
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Figura 15. Estrutura e propriedades espectrais das moléculas de carbocianinas Dil e DiA (Molecular Probes, Inc.
Eugene, OR). (A) Diferentes representagdes da estrutura da molécula de Dil. A emissdo da fluorescéncia ocorre
quando ha a passagem da luz de um comprimento de onda especifico pelos anéis benzénicos da molécula. (B)
Curvas espectrais de absor¢fo (azul) e de emissdo (vermelho) das moléculas de Dil e DiA.
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Ja o DiA e o DiO fluorescem na cor amarelo-esverdeada quando expostos ao filtro FITC.

As carbocianinas, quando utilizadas em experimentos in vivo, sdo endocitadas e
transportadas rapidamente no citoplasma (Holmqvist ez al, 1992) e sua marcacao nao é toxica
para as células. Além disso, todas possuem a propriedade de marcar células fixadas por
difusdo passiva intramembranosa. Contudo, o DiO ndo € muito eficaz in vivo (Honig e Hume,
1986) e é menos eficaz do que o Dil e o DiA em tecidos fixados (Vercelli et al, 2000). Por
outro lado, o DiO produz bons resultados em células dissociadas ou em cultura (Honig e
Hume, 1986). Comparando o DiA com o Dil, este dltimo produz melhor qualidade de
marcag¢ao tanto do corpo celular e dendritos quanto do axdnio.

O Dil é transportado ativamente ou difunde passivamente, tanto no sentido anterdégrado
quanto retrogrado. Veja-se alguns exemplos da sua utilizagdo: (1) para a identificacdo e
estudo de diferentes tipos de neurdnios vivos em cultura, uma vez que ndo € téxico para as
células (Martinou et al., 1989). Associando com outros rastreadores fluorescentes retrogrados
cuja fluorescéncia possui um comprimento de onda distinto, também pode ser utilizado no
estudo das conexdes entre os neurdnios (Honig e Hume, 1986; Honig e Hume, 1989; Hedin-
Pereira et al., 1992); (2) para a identificacdo de diferentes trajetos axdnicos em cultura. Se o
foco do estudo for o desenvolvimento, o Dil possibilita a visualizagdo detalhada da
morfologia axonica, inclusive a arborizac¢do terminal e cones de crescimento (Harris et al.,
1987; Wilkemeyer e Angelides, 1996); (3) para a identificacdo de trajetos axoOnicos e
morfologia neuronal em tecidos fixados, uma vez que o rastreador € transportado
passivamente tanto no sentido anterégrado quanto retrogrado (Honig e Hume, 1986; Friedman
et al. 1991; Lent e Guimaraes, 1991; Pires-Neto e Lent, 1993; Uziel er al, 2006). A
possibilidade de marcar tecidos fixados permite ainda o estudo de cérebros de animais que
nao podem ser mortos para fins cientificos, como por exemplo animais em extingdo e até
mesmo cérebros humanos (Friedman et al., 1991; DeAzevedo et al., 1997); (4) para marcacdo
de células a serem utilizadas em experimentos de transplante, a fim de que possam ser
detectadas no tecido hospedeiro (Heredia et al., 1991); (5) para a visualizacao e estudo da glia
radial (Gray e Sanes, 1992; DeAzevedo et al., 2003).

O pesquisador Danilo Furtado mostrou em sua tese de doutorado (Furtado, 2005)
evidéncias de que a marcag@o das células pelo Dil em tecidos fixados ocorre, essencialmente,
devido a ruptura das membranas plasmaticas no processo de inser¢do do cristal, ou seja, a
marcac¢do ocorre apenas naquelas células que foram lesionadas, seja pela entrada do cristal no
tecido, ou pela acdo mecanica da pinga. Foi possivel comprovar essa conclus@o nos presentes

experimentos observando que a marcagdo resultante relaciona-se mais a posicao do cristal nas
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camadas corticais do que ao halo de difusdo do cristal, que normalmente se espalha por todas
as camadas.

Outra evidéncia acerca do modo de marcagéo pelas carbocianinas foi obtida através de um
experimento utilizando o microscdpio confocal, no qual se verificou que nem todas as células
dentro do halo de difusdao do Dil mostram-se marcadas (Furtado, 2005). Furtado descreve
ainda um experimento (no publicado) conduzido por José Airton Alves, Maira Frées e Jodo
Menezes, no laboratério de Neurobiologia Celular e Molecular do Departamento de Anatomia
da UFRJ, no qual um cristal de Dil era depositado na superficie cerebral. O objetivo era
marcar os neurdnios e as células da glia radial que faziam contato com o cristal, mas isso s
ocorria nos casos em que as meninges eram dissecadas. Muitas vezes a marcagdo s6 ocorria
quando se realizava, além da disseca¢do, uma raspagem da superficie cerebral, lesionando os
poddcitos das células de glia radial e algumas pontas distais dos ramos do dendrito apical dos
neurdnios piramidais. Resumindo, todas as evidéncias levam a crer que apenas o contato do
cristal com as células ndo seja suficiente para que haja marcacdo das mesmas, sendo
necessario para isso o rompimento da membrana plasmatica. A importancia disso é que
devemos considerar, durante a andlise dos resultados, a posi¢ao do cristal de Dil em relacdo as

diferentes camadas corticais.

De qualquer forma, em tecidos fixados o mecanismo de deslocamento do Dil € através
de difusdo pela membrana plasmatica (Godement, et al., 1987; Qu et al., 2005; Cooke e
Simerly, 2005). Dessa forma, a marcacdo possui um aspecto membranar’ (Figura 16A),
marcando a célula completamente, inclusive os prolongamentos mais finos, possibilitando a
visualizagdo completa das suas arvores dendritica e axdnica. Ja no tecido vivo, a célula é
marcada tanto pela difusdo através da membrana, quanto por incorporacido das moléculas de
Dil ao citoplasma dentro de vesiculas de endocitose. Mas o aspecto da marcacdo in vivo é
bem diferente, sendo principalmente citoplasmatica, ¢ granular (Figura 16B) (Honig e Hume,
1986; Honig e Hume, 1989).

Alguns trabalhos ja demonstraram que o Dil pode trafegar transcelularmente (Fritzsch
e Wilm, 1990; 1992). Isso pode ocorrer tanto através de jun¢des comunicantes (Furtado,
2005) quanto através de sinapses imaturas (Bruce et. al., 1997). Mas a caracteristica da

marcacdo é bastante singular, uma vez que a fluorescéncia aparece pélida. A Figura 17 mostra

1 . ~ L. . - A , . -

A denominacdo “membranar” € inferencial, porque como os cortes sdo espessos, ndo é possivel identificar o
perfil das membranas, pois se visualiza grande parte ou a totalidade do volume celular dentro do corte, e as
células marcadas aparentam terem sido completamente preenchidas pelo corante.
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o exemplo de neurdnios marcados transcelularmente. Neste caso, o Dil foi introduzido em um
nervo optico e deixado para difus@o por 19 dias. A foto mostra uma secdo frontal no trato
optico onde aparecem células marcadas proximas ao quiasma. Segundo o autor, estas células
devem ter captado o Dil a partir dos axdnios 6pticos (Godement et al., 1987). Sendo a
marcagdo transcelular diferente das marcagdes diretas - tanto membranar quanto granular -

esta ndo representou um problema para nossos experimentos.
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Figura 16. Tipos de marcagdo retrograda observadas em nossos experimentos com Dil. (A) marcagdo
membranar ap6s periodo de difusdo post mortem e (B) Marcagdo granular apds transporte i vivo .

Figura 17. Exemplo de neurdénio marcado por difusdo transcelular. Neste caso, um cristal de Dil foi inserido em
um nervo optico de camundongo E13,5 e deixado por 19 dias para difusdo post mortem. A foto mostra uma
secdo frontal do trato Optico onde aparecem células marcadas proximas ao quiasma, as quais, provavelmente
captaram o Dil a partir dos axdnios épticos. A seta aponta uma célula palida, com marcagdo tipicamente
transcelular. Godement et al., 1987.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

e Investigar até que ponto a maturagdo dos aferentes tdlamo-corticais visuais passa por

uma fase de exuberincia transitoria €;

e Aplicar uma nova estratégia metodoldgica para este fim e avaliar a eficicia da mesma.

2.2 Objetivos especificos

e Definir quais os nicleos talamicos que estabelecem projecdes para a area visual primaria
(V1) no rato pés-natal, observando trés etapas do desenvolvimento: o segundo ou terceiro dia
pos-natal (P2/P3), sétimo ou oitavo dia pés-natal (P7/P8), e o dia da abertura dos olhos, por
volta do décimo quarto dia pds-natal (P14);

e Verificar se existem células e/ou nicleos taldmicos que eliminam suas projecdes para o
cortex visual primdrio durante o desenvolvimento do rato. Em caso afirmativo, mostrar a
localizagdo dessas células no tdlamo;

e Descrever e aplicar uma nova forma de utilizagdo do rastreador bidirecional Dil para o
estudo dos eventos de exuberincia e regressao das conexdes do sistema nervoso;

e Comprovar a eficicia deste novo método proposto.
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3 Metodologia

Estudamos cérebros de animais em idades distintas: no segundo ou terceiro dia pds-
natal (P2/P3; dia de nascimento = P1), no sétimo ou oitavo dia pdés-natal (P7/P8), e na idade
da abertura dos olhos (aproximadamente P14), sendo este o marco final da maturacdo do
sistema visual independente de informac¢@o luminosa estruturada (Katz e Shatz, 1996). No
total, incluindo os experimentos-controle, 35 ratos da espécie ratus norvergicos foram
utilizados (Tabelas 3 e 5). Escolhemos o rato como modelo experimental porque, sendo este
um mamifero largamente estudado, apresenta melhores referéncias para delimitar os nicleos
talamicos.

Para a marcacdo retrograda das células talamicas de projecdo cortical, utilizamos o
rastreador lipofilico bidirecional Dil (Molecular Probes), o qual tem sido amplamente
utilizado em trabalhos do laboratério (Furtado, 2005; Garcez et al., 2007; Braga-de-Souza e
Lent, 2004). Descrevemos as propriedades do Dil na Introdugéo; a seguir serd detalhada a

nova abordagem metodolédgica aplicada no presente trabalho.

3.1 Nova metodologia de marcacdo com Dil para o estudo do

desenvolvimento

Uma critica aos trabalhos que estudam o desenvolvimento das projecdes tdlamo-corticais,
€ o fato de que os pesquisadores comparam resultados obtidos apds inje¢des de marcador
realizadas em cérebros de animais de idade diferente. Portanto, a comparagdo € feita entre
animais distintos e/ou inje¢des distintas. Como sabemos, por mais que haja uma padronizacio
do protocolo de inje¢do, sempre ocorre uma pequena diferenca na precisa localizagdo da
injecdo e na quantidade de marcador realmente introduzida no cérebro a cada experimento.

Para solucionar este problema, padronizamos um método proposto originalmente por
Furtado (2005), pelo qual é possivel comparar o padrao de projecdo tdlamo-cortical em duas
idades distintas, porém com uma Unica inje¢cdo e em um mesmo animal.

Quando inserimos o cristal de Dil no cértex do animal in vivo (ver detalhes técnicos
adiante), o animal € perfundido 24 horas depois, e o cérebro é analisado subseqiientemente,
buscando células com a marcagdo granular no tdlamo. Esta marcagdo retrograda ocorre por
transporte axoplasmatico vesicular, durante as 24 horas de sobrevida do animal, e indica que
as células possuem um ramo axonico na regido cortical onde o cristal de Dil foi inserido

(Figura 18A). Mas, quando além desse periodo de 24h de transporte in vivo aguardamos um
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tempo maior apds a eutandsia do animal (cerca de 3 meses em fixador), para a difusdo fisica
do rastreador através da fase lipidica das membranas, diversas células aparecem marcadas
com o aspecto membranar. Na verdade, muitas destas células possivelmente possuem dupla
marcagdo, granular e membranar, sendo que a marcacdo membranar se sobrepde a marcagio
granular, obscurecendo esta ultima. Neste caso, a marcacio membranar ocorre porque no
momento da morte do animal, muitas das células marcadas de forma granular ainda possuem
projecdes para o sitio de inser¢do do cristal (Figura 18B). A partir dai, criamos a seguinte
estratégia: (1) inserir um cristal de Dil in vivo em uma idade bastante precoce do
desenvolvimento pds-natal, P1 por exemplo; (2) deixar um tempo de sobrevida, que pode ser
de 24 horas até duas semanas, para que ocorra o transporte axoplasmatico; (3) perfundir o
animal; e (4) e em alguns casos, aguardar o tempo de difusdo post mortem do rastreador.
Desta maneira, as células que projetavam inicialmente para o local de inser¢do do cristal de
Dil, mas eliminaram o seu prolongamento axo6nico durante o periodo de sobrevida,
aparecerdo, nestes experimentos, com uma marcagdo granular, enquanto as células que no dia
da morte ainda possuiam projecdes para o local de insercéo do rastreador aparecerdo com uma
marcagdo membranar. Neste caso, a marcacdo membranar nos dard a informagdo sobre a
anatomia das conexdes tdlamo-corticais na idade que escolhemos para a morte do animal e a
marcagdo granular nos mostrard nesse mesmo cérebro, quais eram as células que projetavam
para o cértex no dia da inser¢@o do cristal e que eliminaram este axdnio em algum momento
antes da morte (figura 18C). Este ultimo paradigma €, portanto, o experimento que nos da a
informacdo anatomica de duas idades diferentes do desenvolvimento, com a vantagem ser em

um mesmo animal e com um mesmo sitio de inser¢@o do cristal.

3.2 Insercao do rastreador

Todos os animais receberam, no primeiro dia de vida (P1), um cristal de Dil no cértex
visual primério (V1, drea 17). Com os animais anestesiados por hipotermia durante 10 min,
fizemos uma incis@o no escalpo para expor o cranio. Em seguida abrimos com o bisturi uma
pequena janela no crinio (ainda cartilaginoso, nessa idade) no local de interse¢do entre duas
linhas imagindrias, uma com origem no encontro posterior entre os dois hemisférios cerebrais
e outra com origem na borda lateral direita do cerebelo (veja o exemplo de um cérebro
dissecado com cristal na Figura 19). Neste local inserimos o cristal com o cuidado para nio
atingir a substincia branca. Em seguida fechamos a incisio cirtirgica, reaquecemos o animal e

o recolocamos junto a mae.
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5 mm

Figura 19. Foto de encéfalos de rato P2, com um cristal de Dil inserido no
cortex visual primario do hemisfério direito. A referéncia anatomica utilizada
para a inser¢do do cristal de Dil ¢ ponto de encontro entre as retas tragadas a
partir dos pontos A e B.
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3.3 Eutanasia dos animais e processamento dos cérebros

Para o estudo do desenvolvimento das projecdes tdlamo-corticais e calosas, alguns
animais foram mortos em P2/P3, outros em P7/P8, e outros ainda no dia de abertura dos olhos
(~ P14). Em todos os casos procuramos minimizar o sofrimento dos animais. Para isso os
ratos foram anestesiados por inalacdo de éter, seus reflexos foram testados para garantir que o
animal ndo apresentava sensibilidade e imediatamente foram perfundidos com solucdo salina
a 0,9% seguida de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato (pH 7,4; 0,1 M). Retirados da
caixa craniana, os cérebros foram divididos em seis subgrupos e armazenados em
paraformaldeido a 4% sob temperatura ambiente. Em trés dos grupos, os cérebros foram
analisados em um prazo maximo de tré€s dias, enquanto que em outros trés grupos, os cérebros
foram estocados por alguns meses para permitir a difusdo passiva, post mortem, do rastreador
(Tabela 3). Além desses 22 animais, outros 13 foram usados para experimentos controles

(Tabela 5)

Tabela 3. Numero de animais usados para cada grupo experimental.

Grupo etario | Paradigma N de animais
P2/P3 sem difusdo post mortem (SDPM) | 3

P2/P3 com difusdo post mortem (CDPM) | 5

P7/P8 sem difusdo post mortem 3

P7/P8 com difusdo post mortem 4

~ P14 sem difusdo post mortem 2

~ P14 com difusdo post mortem 5

Total 22

Os cérebros foram selecionados para andlise da seguinte maneira: todos foram
fotografados, na regido dorsal, onde era possivel visualizar o local de insercdo do cristal; em
seguida, utilizando o programa grafico Canvas 10, as fotografias de cada grupo etario foram
sobrepostas por transparéncia e assim foram descartados os cérebros cujos cristais nio se
sobrepunham.

Os cérebros foram fatiados no vibratomo (modelo Pelco 1000) em cortes coronais de
200 um de espessura, contra-corados com o fluor6foro nucleofilico DAPI (4°,6-diamino 2-
fenilindol), para permitir a delimitacdo arquitetdnica das camadas corticais e dos nicleos

talamicos. Os cortes foram montados em laminas de vidro utilizando paraformaldeido como
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meio de montagem, e cobertos com laminulas seladas com verniz de unha. A Figura 20

resume as principais etapas metodoldgicas.
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3.4 Analise da distribuicao das células talamicas com projecio para o cortex
visual primario

Desenhamos com camara clara acoplada a um microscépio de fluorescéncia Zeiss
Axioplan todos os cortes coronais do tidlamo contendo células retrogradamente marcadas
(objetiva de x10; mais x5 da camara clara). Com pontos feitos a caneta, indicamos o local
exato dessas células no tdlamo em cada corte coronal. Assim, documentamos a distribuicdo
completa das células talamicas com projecdo para a regido de insercdo do cristal de Dil, em
toda a extensdo antero-posterior do tdlamo.

Com base em um atlas citoarquitetonico do cérebro do rato (Paxinos et al., 1994)
delimitamos os nucleos taldmicos visiveis com a marcagdo de DAPIL. Por ndo haver um
consenso na literatura a respeito da distribuicdo dos nucleos talamicos em grupos, por
julgarmos a divis@o de Faull e Mehler (1985) incompleta e a0 mesmo tempo complexa para a
visualizag¢do dos nossos resultados, nds propomos uma distribui¢@o alternativa e simplificada
dos nicleos talamicos em quatro grandes grupos (Tabela 4). Essa distribuicdo foi feita de
maneira arbitriria com objetivos operacionais, baseada na posi¢do anatomica dos nicleos
dentro do tdlamo e ndo se propde a servir de base para outros estudos.

Ap6s realizar os desenhos em camara clara dos cortes coronais dos cérebros nos
diferentes grupos experimentais, selecionamos cerca de 5 ou 6 desenhos por animal para
representar cada experimento; sendo que esta selecdo foi feita de forma que houvesse
compatibilidade entre os desenhos escolhidos em cada experimento, ou seja, nos mesmos
niveis antero-posteriores do tdlamo de cada idade. Esses desenhos foram escaneados e
redesenhados de forma esquemadtica usando o programa grafico Canvas 10 (ACD Systems).
Com esse esquema pudemos preservar os dados originais e tornd-los mais claros para a
comparagdo entre as idades. A Figura 21 mostra as etapas para chegarmos aos desenhos

finais.



Tabela 4. Identificacdo dos grupos de niicleos taldmicos, sua cor correspondente nas figuras
subseqiientes, nome e abreviatura de cada nicleo componente.
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Grupo Talamico

Cor nas figura

Nucleos

Dorsolateral

azul

Antero-dorsal (AD)

Geniculado Lateral dorsal (NGLd)
Geniculado Lateral ventral (NGLv)
Geniculado Medial (GM)

Lateral Posterior (LP)
Latero-dorsal (LD)

Nucleo do Trato 6ptico (OT)

Medial

verde

Antero-medial (AM)
Antero-ventral (AV)
Gelatinoso (G)

Grupo Nuclear Posterior (Po)
Gustatorio (Gu)

Parafascicular (PF)

Posterior Limitante (PLi)
Posterior Triangular (PoT)
Pretectal Anterior (APT)
Ventral Posterior lateral (VPL)
Ventral Posterior medial (VPM)
Ventro-lateral (VL)
Ventro-medial (VM)

Da Linha Média

cinza

Interanteromedial (JAM)
Intermediodorsal (IMD)
Médio-dorsal (MD)
Paraventricular (PV)
Reuniens (Re)

Reuniens Ventral (Rev)

Rombdéide (Rh)

Intralaminar

amarelo

Central Lateral (CL)
Central Medial (CM)
Paracentral (PC)
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3.5 Experimentos controles

A fim de verificar a validade do método e consolidar os resultados acerca do
desenvolvimento das conexdes tdlamo-corticais, realizamos o0s seguintes experimentos
controles (Tabela 5):

1. Dil post mortem

Inserimos, post mortem, cristais de Dil em cérebros de animais perfundidos em P1/P2
(n=4), P8 (n=1) ou P14 (n=2) e aguardamos o tempo de difusdo post mortem do Dil, para
verificar se esta marcagdo membranar € semelhante aquela obtida nos casos com inser¢do de
Dil in vivo. A semelhanca na distribui¢do espacial das células retrogradamente marcadas
concorre para a validacdo da metodologia proposta.

2. Dupla marcacio: Dil in vivo + DiA post mortem

Em um animal P11, realizamos a inser¢do post mortem de um rastreador lipofilico de
outra cor (DiA, verde) no mesmo local (V1) em que havia sido depositado in vivo o Dil
(vermelho) no primeiro dia de vida. Aguardamos o tempo de difusdo post mortem dos
rastreadores para verificar se encontrarifamos a mesma distribuicdo de células com marcacio
membranar no tdlamo, e ainda células com marcacdo membranar apenas, localizadas nos
mesmos nticleos taldmicos observados quando empregada a nova metodologia.

3. Distribuicdo das células calosas

Verificamos, em todos os 22 animais usados para andlise das projecdes tdlamo-
corticais, € mais 2 animais, a distribui¢do das células calosas no cortex contralateral apds a
insercdo de um cristal de Dil, in vivo, em V1 no primeiro dia de vida. Comparamos duas
idades distintas do desenvolvimento pds-natal para confirmar se esta forma de utilizagcdo do
Dil nos revelaria o ja conhecido fendmeno de exuberancia e regressdo dos axdnios calosos
(O’Leary et al., 1981). A observacdo do fendmeno regressivo no cortex contralateral atesta a
validade da metodologia proposta. Observamos o padrdo de marcacdo (membranar versus
granular) e a distribuicdo espacial dessas células no cortex visual contralateral. Essas
observagdes foram documentadas através de fotomicrografia em dois casos, um na idade P3 e
outro na idade P7.

4. Dil in vivo e post mortem na substancia branca

Em 3 animais, inserimos in vivo (P1) um cristal de Dil em V1, mas aprofundamos este
cristal com a inten¢do de atingir a substincia branca. O objetivo deste controle foi esclarecer

se a marcagdo em novos nucleos taldmicos, encontrada em nossos experimentos, ocorria em
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virtude da presenca de fibras de passagem localizadas na substincia branca subjacente ao

local de inser¢éo do cristal.

Tabela 5. Numero de experimentos controles.

Experimento controle Idade Nimero de casos
Dil inserido post mortem P1/P2 4
P8 1
P14 2
Dupla marcagdo: Dil in vivo em P11* 1

P1 + DiA post mortem em P11.

Distribui¢ao das células calosas: P3 9 (1)
Dil in vivo em P1; com ou sem P7 8 (1)
difusdo post mortem. ~P14 7
Dil post mortem na substincia P1/P2 2
branca P14 1
Total 35

*Experimento realizado em duas idades diferentes, mas em um mesmo animal. (n) ndmero de
casos documentados.
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4 Resultados

Analisamos o desenvolvimento das projecdes tdlamo-corticais durante as duas
primeiras semanas pos-natal no rato, observando a distribuicdo dos corpos celulares
retrogradamente marcados no tdlamo, por rastreadores fluorescentes lipofilicos inseridos no
cortex visual primadrio.

Com o uso apenas do Dil, pudemos identificar dois tipos bastante distintos de
marcagdo: apds transporte in vivo e observacdo imediata, encontramos corpos celulares
marcados com aspecto granular (Figura 16B); apds transporte in vivo, seguido por um periodo
de difusdo passiva post mortem, vimos tanto corpos celulares com aspecto granular quanto
células com fluorescéncia mais uniforme, o que chamamos de marca¢do membranar (Figura

16A).

4.1 Exuberancia e regressao dos aferentes tilamo-corticais

Para investigar se o fendmeno de exuberdncia e regressdo também ocorre nas vias
visuais tdlamo-corticais e, em caso afirmativo, quais os ndcleos talamicos envolvidos neste
processo, analisamos a distribuicdo e o tipo de marcagdo das células no tdlamo, apds a
insercdo de um cristal de Dil in vivo em V1 no primeiro dia de vida (P1). Apds aguardar
periodos distintos de sobrevida, as andlises foram feitas em trés grupos etarios: P2/P3, P7/P§ e

~P14.

4.1.2 Grupo P2/P3

Quando colocamos um cristal de Dil em V1 do rato P1 vivo, perfundimos este animal
um ou dois dias depois e analisamos este cérebro imediatamente apds a eutandsia, verificamos
a presenga de muitas células com marcacdo granular tanto nos niucleos dorsolaterais, como
também nos nicleos mediais, de linha média e intralaminares (Figura 22A).

Por outro lado, quando além deste periodo de 24 a 48h para o transporte in vivo,
permitimos que o Dil fosse transportado passivamente pela membrana plasmatica por dois
meses, verificamos células distribuidas pelos mesmos nudcleos talamicos, porém a maioria
delas apresentava marcacdo membranar (Figura 22B). Pouquissimas células apresentavam
marcagdo granular e estas estavam presentes nos nicleos da linha média.

No caso apresentado na Figura 22B, h4 visivelmente um nimero maior de células
marcadas nos nicleos mediais, no entanto, atribuimos esta diferenca a posicdo do cristal de

Dil, que também pode ser observada no pequeno quadro superior a esquerda na mesma figura.
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No caso mostrado na Figura 22A, o cristal encontra-se mais profundo no cortex, ja no caso B
o cristal encontra-se préximo da camada 4, local de chegada dos aferentes talamicos. Por isso,
provavelmente atingiu mais fibras e marcou maior numero de células. Estes dois
experimentos nos mostram que no primeiro e no segundo dia de vida do rato, ndo apenas os
nicleos dorsolaterais, mas também alguns nicleos mediais, de linha média e intralaminares
projetam para o cortex V1.

A fotomontagem da Figura 23 ilustra esta etapa do desenvolvimento, mostrando as
células marcadas de forma membranar tanto nos nicleos dorsolaterais quanto nos mediais, de
linha média e intralaminares. Neste caso também foi implementado um periodo de difusdo

post mortem.
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Figura 22. (P4gina 69) Distribuicdo das células retrogradamente marcadas no diencéfalo do
rato P2 em toda a extensdo antero-posterior do tilamo. A esquerda o corte mais anterior e a
direita, o corte mais posterior. (A) Exemplo de um animal P2 que teve um cristal de Dil
inserido in vivo em V1 no primeiro dia de vida, e cujo cérebro foi analisado imediatamente
ap6s a morte. Cada ponto vermelho representa uma célula retrogradamente marcada com
aspecto granular. H4 uma intensa marcacio nos nucleos dorsolaterais e, em menor quantidade,
dos outros grupos de nicleos talamicos. (B) Outro animal P2 que teve um cristal de Dil
inserido in vivo em V1 no primeiro dia de vida, mas cujo cérebro ficou armazenado para que
houvesse a difusdo post mortem do rastreador. Cada ponto preto representa uma célula
retrogradamente marcada com aspecto membranar. Note que nos cortes escolhidos ndo ha
células com aspecto granular, apesar delas existirem nesta idade. H4 muitas células marcadas
com aspecto membranar nos nucleos dorsolaterais, mas também hd, embora em menor
quantidade, células em todos os outros grupos de nicleos talimicos. O pequeno quadro
superior a esquerda mostra o local de insercio do cristal e no detalhe a posicdo do mesmo em
relacdo a camada 4 do coértex e a substincia branca. Nos desenhos do diencéfalo, os grupos de
nicleos taldmicos estdo representados por cores: cinza, nucleos da linha média; amarelo,
ndcleos intralaminares; verde, nucleos mediais € azul, nucleos dorsolaterais. O asterisco
indica o corte coronal onde se encontra o sitio de insercao.



71

40pm 20pum

20pm

40pm 20pm

Figura 23. Fotomicrografias de cortes coronais ilustrando a marcagéio nos diferentes grupos de nucleos taldmicos
em um animal P2 CDPM. Células com marcagdo membranar nos grupos: dorsolateral (Al e A2); medial (A3 e
A4); intralaminar (B1); e nos nucleos da linha média (C1 e C2). A grande quantidade de fluorescéncia na foto do
grupo dorsolateral (Al e A2) impede a individualiza¢do das células marcadas. Os quadros de linhas pontilhadas
correspondem as regides com fotografias em maior aumento. A > C, posterior > anterior.
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4.1.3 Grupo P7/P8

Quando realizamos o mesmo experimento citado acima, mas perfundimos o animal
uma semana apos a inser¢ao do cristal de Dil e analisamos este cérebro imediatamente apds a
eutandsia, verificamos mais uma vez a presenga de muitas células com marcagdo granular
tanto nos nucleos dorsolaterais, como também nos nudcleos mediais, de linha média e
intralaminares (Figura 24A). Este era um resultado bastante previsivel, uma vez que da
mesma forma inserimos o cristal de Dil em P1 e permitimos apenas o transporte in vivo, pois
analisamos o material imediatamente apds a eutandsia.

Mas ao implementar o periodo de difusdo post mortem do Dil, neste caso verificamos
os dois tipos de marcacdo: nos nucleos dorsolaterais, mediais e intralaminares, células com
marcagdo membranar; j4 nos nicleos da linha média, havia ndo apenas células com marcacio
membranar, mas também algumas poucas células com aspecto granular (Figura 24B),
especialmente no nicleo Rh.

No caso do experimento com difusdo post mortem, a marcacdo membranar ocorre
naquelas células que tinham um axonio localizado na regido de insercdo do cristal no dia da
insercdo (P1), e que mantiveram esta projecdo até o dia da eutanasia (P7). Por outro lado, a
marcagdo granular representa as células que tinham um axonio projetando para a regido de
insercdo do cristal no dia da insercdo, mas que retrairam esta proje¢do em qualquer momento
entre o dia de inser¢do (P1) e instantes antes da eutandsia (P7). Este experimento CDPM nos
mostra que em P7, algumas células da linha média (as que aparecem em vermelho) que
projetavam para o cértex V1 em Pl ji retrairam esta projecdo. Porém, nesta idade, o

fendmeno regressivo ainda € incipiente.
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Figura 24. (Pagina 73) Distribui¢do das células retrogradamente marcadas no diencéfalo de
ratos P7/P8 em toda a extensdao antero-posterior do tdlamo. Mesmas convencdes do que na
figura 22. (A) Exemplo de um animal P7 que teve um cristal de Dil inserido in vivo em V1 no
primeiro dia de vida, cujo cérebro foi analisado imediatamente apds a morte. Da mesma
forma que no animal morto no dia P2, também aparece grande quantidade de células
marcadas nos nicleos dorsolaterais e um notavel nimero de células em todos os outros grupos
de nucleos. (B) Animal P8 que teve um cristal de Dil inserido in vivo em V1 no primeiro dia
de vida, cujo cérebro ficou armazenado para que houvesse a difusdo post mortem do
rastreador. Veja que nos niicleos dorsolaterais, mediais e intralaminares as células aparecem
com marca¢do membranar, mas nos ndcleos da linha média algumas células possuem o
aspecto granular, indicando que nesta idade o processo de regressao estd iniciando
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Veja na Tabela 6 os nicleos que pudemos identificar, dentro dos grupos taldmicos,
com projecdo para V1 nas idades entre P1 e P8. Note que diversos nicleos fora do grupo

dorsolateral estdo projetando intensamente para V1 até a idade PS.

Tabela 6. Nucleos que projetam para V1 nas idades entre P1 e P8.

Grupo Talamico Cor nas Nucleos que projetam para V1 nas
figuras idades de P1 a P8
Dorsolateral azul Geniculado Lateral Dorsal (NGLd) ***

Geniculado Medial (GM) **
Lateral Posterior (LP) ***

Latero-dorsal (LD) **

Medial verde Antero-ventral (AV) **
Gelatinoso (G) *

Grupo Nuclear Posterior (Po) ***
Parafascicular (PF) **

Posterior Limitante (PLi) **
Reticular (Rt) *

Ventral Posterior lateral (VPL) *
Ventral Posterior medial (VPM) *
Ventro-lateral (VL) ***
Ventro-medial (VM)**

Da Linha Média cinza Interanteromedial (IAM) **
Reuniens (Re) **
Reuniens ventral (Rev) *

Rombéide (Rh) **

Intralaminar amarelo Central Lateral (CL) ***

Central Medial (CM) *

*#** marcacdo intensa, ** pouca marcagdo, * pouquissima marcagao.
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4.1.4 Grupo ~P14

Quando perfundimos o rato no dia da abertura dos olhos, aproximadamente duas
semanas apOs o nascimento, e analisamos este cérebro imediatamente apds a morte,
verificamos, como nas outras idades, a presenca de muitas células com marcagdo granular
tanto nos nucleos dorsolaterais, como também nos nudcleos mediais, de linha média e
intralaminares (Figura 25A).

Contudo, quando analisamos os cérebros que ficaram armazenados para difusdo post
mortem, encontramos nos nucleos da linha média, todas as células marcadas de forma
granular, nos nicleos mediais e intralaminares, muitas células com marcacdo granular e
pouquissimas células marcadas de forma membranar, enquanto nos nucleos dorsolaterais, ao
contrario, encontramos muitas células com marcagdo membranar e poucas células com
marcagao granular (Figura 25B).

Novamente, no experimento com difusdo post mortem, a marcacdo membranar
representa as células que tinham um axdnio projetando para a regido de inser¢ao do cristal no
dia da insercdo (P1) e que mantiveram esta projecdo até o dia da morte (P14). Por outro lado,
a marcagdo granular representa as células que tinham um axo6nio projetando para a regido de
insercdo do cristal no dia da inser¢do (P1), mas que eliminaram esta proje¢do em qualquer
momento entre o dia de insercdo e instantes antes da morte (P14). Dessa forma, este
experimento CDPM nos mostra que, na idade P14, ji ocorreu um intenso fendmeno
regressivo das projecdes do tidlamo para o cértex V1, principalmente nos nicleos mediais.
Além disso, observamos que muitas células pertencentes aos préprios niicleos dorsolaterais
também retraem seus axonios de projecdo tdlamo-cortical.

Outro exemplo de experimento CDPM na idade P14 esta na Figura 26, que ilustra os

resultados ja comentados, através de fotomontagem.
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Figura 25. (P4gina 77). Distribuicdo das células retrogradamente marcadas no diencéfalo de
ratos ~P14 em toda a extensdo antero-posterior do tdlamo. Mesmas convengdes da figura 22.
(A) Exemplo de um animal que teve um cristal de Dil inserido in vivo em V1 no primeiro dia
de vida, foi morto no dia da abertura dos olhos e o cérebro analisado imediatamente apds a
morte. Como nos outros experimentos de andlise imediata, apareceu grande quantidade de
células marcadas nos nucleos dorsolaterais, mas também ha um consideravel nimero de
células em todos os outros grupos de nucleos. (B) Animal P14 que teve um cristal de Dil
inserido in vivo em V1 no primeiro dia de vida, cujo cérebro ficou armazenado para que
houvesse a difusdo post mortem do rastreador. Nesta condi¢do experimental, apenas os
nucleos dorsolaterais aparecem com marcagdo membranar, enquanto 0s outros nucleos
apresentam intensa marcagdo granular. Observe também que nos nucleos dorsolaterais
algumas células aparecem com marcagdo granular. Dessa forma, verificamos que na idade
P14 ja houve um intenso fendmeno regressivo, restando principalmente os nicleos
dorsolaterais do tdlamo com projecdo para o cortex V1.
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Figura 26. Fotomicrografias de cortes coronais ilustrando a marcagdo nos diferentes grupos de nucleos talamicos
em um animal P14 CDPM. Local de inser¢fio do cristal de Dil (A). Nos nucleos dorsolaterais, diversas células
marcadas de forma membranar (B1 ¢ B2) e poucas marcadas de forma granular (B3, seta). Em nucleo intralaminar,
células marcadas de forma granular (C1 e C2). Muitas células marcadas de forma granular em nucleos da linha
média (D1), mostrando uma particularmente bem marcada em maior aumento (D2). Os quadros de linhas
pontilhadas correspondem as regides com fotografias em maior aumento. A > D, posterior > anterior.
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Veja na Tabela 7 os nucleos que ainda projetam para V1 na idade da abertura dos
olhos (~P14). Note que apenas os niicleos NGLd e LP continuam projetando intensamente

para V1 nesta idade.

Tabela 7. Nicleos que projetam para V1 na idade da abertura dos olhos (~ P14).

Grupo Talamico Cor nas Nicleos que projetam para V1 na idade
figuras da abertura dos olhos (~ P14)
Dorsolateral azul Geniculado Lateral Dorsal (NGLd) ***

Geniculado Medial (GM) **
Lateral Posterior (LP) ***

Latero-dorsal (LD) **

Medial verde Grupo Nuclear Posterior (Po) *

Ventro-lateral (VL) *

Da Linha Média cinza

Intralaminar amarelo Central Lateral (CL) **

*#** marcacdo intensa, ** pouca marcagdo, * pouquissima marcagao.

4.2 Validacao do método: experimentos controles
Uma vez que estamos propondo uma nova forma de utilizacdo do rastreador Dil para o
estudo de fendmenos regressivos no SNC, faz-se necessdria a validagcdo desta metodologia

através da andlise de quatro experimentos-controle:

4.2.1 Dil inserido post mortem

Usamos como primeiro controle, a inser¢do post mortem de um cristal de Dil no
cortex V1 de ratos mortos nas mesmas idades dos nossos grupos experimentais: P2/P3, P7/P8
e ~P14. Este € um experimento-controle importante, do qual se espera encontrar um resultado
semelhante ao que pudemos observar com a marcacdo membranar nos NOssOs grupos
experimentais, com o cristal de Dil inserido in vivo e o cérebro armazenado para difusdo post
mortem. A diferenca € que com a insercdo post mortem, evidentemente ndo deveriamos
observar a marcagdo granular, uma vez que esta ocorre devido ao transporte axoplasmaético.

Os resultados indicaram uma diminui¢do da quantidade de células presentes nos
nicleos mediais, de linha média e intralaminares ao longo do desenvolvimento. Nos animais

mais jovens apareceram células marcadas retrogradamente no tdlamo, tanto nos nicleos
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dorsolaterais, quanto nos mediais, de linha média e intralaminares, sendo que nesses dois
ultimos havia poucas células. J4 nos animais de idade intermediaria houve uma grande
reducdo da quantidade de células retrogradamente marcadas, principalmente nos nicleos
mediais e intralaminares. Além disso, ndo foram identificadas células nos nucleos da linha
média nesta idade. J4 nos animais mortos no dia da abertura dos olhos, observamos células
marcadas apenas nos nicleos dorsolaterais. (Figura 27).

Ocorre que nos animais P14, diferente da marcacdo in vivo, a marcagdo post mortem
se revelou borrada e mal-definida devido & presenca de mielina nas fibras tdlamo-corticais
nesta idade. Por isso, colocamos também um cristal de Dil no cérebro (cértex V1) post
mortem de ratos P11, uma idade préxima da abertura dos olhos mas com menor quantidade de
mielina nos axonios. O resultado consistiu, assim como no grupo P14, em grande quantidade
de células marcadas de forma membranar em nucleos dorsolaterais € nenhuma marcagdo nos
outros grupos de nucleos (Figura 28). Neste caso a marcagdo estava nitida o suficiente para
eliminar qualquer divida de interpretacdo e ainda permitiu constatar que nesta idade o

fendmeno regressivo ja ocorreu intensamente.
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Figura 27. (P4gina 82). Experimento controle com insercdo post mortem de um cristal de Dil
no cértex V1 de ratos mortos nas mesmas idades dos nossos grupos experimentais: P2/P3,
P7/P8 e ~ P14. Cada ponto preto representa uma célula retrogradamente marcada com aspecto
membranar. Veja que ao longo do desenvolvimento ocorre uma diminuicdo da quantidade de
células presentes nos nucleos mediais, de linha média e intralaminares. O pequeno quadro
superior mostra o local de insercdo do cristal e no detalhe, a posicdo do mesmo em ralagdo a
camada 4 do cértex e a substancia branca. Nos desenhos do diencéfalo os grupos de niicleos
taldmicos estdo representados por cores: cinza, nucleos da linha média; amarelo, nicleos
intralaminares; verde, nicleos mediais e azul, nicleos dorsolaterais. De a para d, corte mais
anterior para mais posterior.
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Figura 28. Fotomicrografias de cortes coronais ilustrando a marcagdo nos nucleos talamicos dorsolaterais
no cérebro de um animal morto em P11 e no qual foi inserido, post mortem, um cristal de Dil em V1. (A)
Montagem de fotografias em campo claro do corte coronal no nivel do cristal de Dil. (B) Montagem de
fotografias em campo claro de um corte coronal mais anterior, no qual foram feitas as fotomicrografias
abaixo. (1) Fotomicrografia do quadro em B, onde é possivel visualizar a regido dorsolateral com intensa
marcagdo membranar e a regido medial sem marcagao alguma. (2, 3 e 4) Fotomigrografias da regifo dorso-
lateral em aumentos sucessivos. Os quadros de linhas pontilhadas correspondem as regides com fotografias
em maior aumento.
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4.2.2 Dupla marcacao: Dil in vivo + DiA post mortem

O experimento-controle de dupla marcacdo com Dil in vivo e DiA post mortem
inseridos na mesma coluna cortical de V1 também demonstrou a validade do método
proposto. Neste experimento-controle foi inserido, post mortem, um rastreador lipofilico de
outra cor (DiA, verde) na idade da morte (P11), no mesmo local em que havia sido depositado
in vivo (P1) um cristal de Dil (vermelho). Apés aguardar a difusdo passiva dos rastreadores, o
resultado foi uma grande quantidade de células duplamente marcadas com o Dil e DiA na
regido dorsolateral do tdlamo, com aspecto membranar, enquanto na regido medial do mesmo
havia células marcadas somente com Dil, com aspecto granular (Figura 29). Com este
experimento comprovamos a eficicia da metodologia utilizada e confirmamos a existéncia do

fendmeno de exuberincia e regressao das células tdlamo-corticais visuais.

4.2.3 Aplicacao ao estudo das projecoes calosas
transitorias

Para validar a metodologia proposta, verificamos, também, se tal método seria eficaz
na deteccdo do ja conhecido fendmeno de exuberdncia e regressdo das células calosas.
Analisamos, portanto, a distribuicdo das células calosas no hemisfério contralateral & insercao
do cristal de Dil. Assim como nos nossos grupos experimentais, inserimos o cristal in vivo em
V1, no primeiro dia de vida (P1) e mortos em duas idades distintas, neste caso, no terceiro

(P3) e no sétimo (P7) dia de vida. Observamos que em animais P3 com difusdo post mortem

do Dil, havia grande quantidade de células com marcacdo membranar espalhadas por todo o
cortex visual contralateral a inserc@o do cristal. Tal marcagdo indica que no dia da morte essas
células tinham um ramo axdnico projetando para o hemisfério oposto (Figura 30 A, B e C).
Ou seja, verificamos que no rato P3 existe grande quantidade de células calosas espalhadas
por todo cortex visual. Além disso, havia raras células com marcagdo granular (Figura 30 C -
cabega de seta). A marcacdo granular indica que no dia de inser¢do do Dil (no caso, P1), as
células tinham um ramo axonico projetando para o hemisfério oposto, mas que ndo estava

mais presente no dia da morte. Por outro lado, em animais P7 com difusdo post mortem, a

propor¢do de células granuladas versus células com marcacdo membranar estava bem
diferente: desta vez havia células com marcacdo granular espalhadas por todo o cértex visual
contralateral & insercdo do cristal (Figura 30F, cabecas de seta) e poucas células com
marca¢do membranar, localizadas nas bordas 17/18 (Figura 30E). Concluimos que entre as

idades P3 e P7 houve uma redugdo importante do nimero de células com projecdo calosa.
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Com esta nova forma de aplicagdo do Dil fomos capazes de detectar o ja descrito fendmeno
de exuberancia e regressdo das células calosas (Innocenti, 1981; O Leary et al., 1981; Lent et

al., 1990). Estes resultados confirmam a eficacia deste novo método de estudo.

4.2.4 Dil inserido post mortem na substancia branca

Uma de nossas preocupagdes era a de que o cristal de Dil estivesse alcangando a
substancia branca e assim atingindo fibras de passagem nesta regido. Se fosse este o caso, a
marcagao das células nos nicleos mediais, de linha média e intralaminares poderia ser apenas
um artefato.

Para sanar esta divida inserimos cristais de Dil em cérebros post mortem de animais
mortos em P1/P2 e ~P14, com a intengdo de atingir a substincia branca, e analisamos a
marcag¢ao retrograda no tdlamo.

Nos animais mais jovens (P1/P2), observamos a presenca de células retrogradamente
marcadas nos nucleos dorsolaterais, mediais e intralaminares, mas nao nos nucleos de linha
média. Nos animais mais velhos (P14), observamos células retrogradamente marcadas apenas
nos nucleos dorsolaterais (Figura 31).

O fato de haver relativamente pequena quantidade de células marcadas
retrogradamente nos nucleos mediais e intralaminares e nenhuma marcacdo nos nucleos de
linha média, quando inserimos o cristal na substancia branca, levou-nos a conclusio de que a
marcagdo medial encontrada nos animais dos nossos grupos experimentais mais jovens, P2/P3
e P7/P8, nao ocorre devido a lesio de fibras de passagem, mas reflete sim um momento

de exuberancia das células talamo-corticais.
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Figura 29. Experimento controle que demostra que a técnica empregada é adequada para
visualizar o fendmeno de regressdo das conexdes talamo-corticais no rato. Em P1, um primeiro
cristal de Dil (vermelho) foi inserido in vivo; em P11, o animal foi sacrificado ¢ um segundo
cristal de DiA (verde) foi inserido na mesma coluna cortical. (A) Sitios de inser¢do dos cristais
no cortex (tripla exposi¢cdo mostrando o Dil, DiA e o DAPI em azul). (B-G) Marcagdo no
talamo ipsilateral. A marcacdo em verde apresenta somente células com marca¢do membranar
(setas). A marcacdo em vermelho apresenta dois padrdes distintos: células com marcagio
membranar (setas) e células com marcagfo granular (cabecas de seta). As células com
marcagdo granular possivelmente retraem seus axonios entre P1 e P11. Para visualizar o Dil foi
utilizado o filtro de rodamina e para o DiA o filtro de fluoresceina. Barra de escala: A, B e C,
100um; D e E, SOum; F e G, 25um.
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Figura 30. Exuberancia e regressdo das conexdes calosas visuais no rato. Esquerda, animal com cristal de
Dil inserido em P1 e perfundido em P3. Direita, animal com cristal de Dil inserido em P1 e perfundido em
P7. Ambos os cérebros foram armazenados para difusio post mortem. (A e D) Localizacdo dos cristais de
Dil na 4area V1. (A, B e C) Fotomicrografias de aumento sucessivo do hemisfério contralateral ao lado de
inser¢do do cristal, mostrando numerosas células com marca¢cdo membranar nas areas V1 e V2 em P3.
Note, em C (cabeca de seta), uma rara célula com marcagdo granular. (E e F) Fotomicrografias do
hemisfério contralateral ao lado de inser¢do do cristal, mostrando numerosas células com marcagdo granu-
lar espalhadas pelo cértex visual (cabecgas de seta), e poucas células com marcagdo membranar, localizadas
nas bordas V1/V2 (setas).
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Figura 31. (P4gina 89). Experimento controle com cristal de Dil localizado na substancia
branca. Mesmas convengdes da figura 22. (A) Cérebro de um animal P1 com cristal de Dil
inserido post mortem na substincia branca. Somente células com marca¢do membranar foram
encontradas, principalmente nos niicleos dorsolaterais, e também em alguns niicleos mediais
como o Po, e o VL e o niicleo intralaminar CL. (B) Cérebro de um animal ~P14 com cristal de
Dil inserido post mortem na substincia branca. Veja que neste caso as células
retrogradamente marcadas se limitam aos nicleos dorsolaterais.
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5 Discussao

Este trabalho mostrou que durante o desenvolvimento pds-natal do rato, ha um periodo
inicial de exuberdncia das proje¢Oes tdlamo-corticais visuais, € que, especialmente entre as
idades P7 e P14, a maioria das células pertencentes a niicleos situados medialmente no tdlamo
retraem os axOnios que inicialmente projetavam para a drea V1 (Figura 32). O mesmo
fendmeno também ocorre com algumas células pertencentes aos nicleos taldmicos
dorsolaterais (NGLd e LP), o que corrobora a interpretacdo de que a via tdlamo-cortical estd
passando por uma fase de regressdo. Observamos que o processo regressivo obedece a um
gradiente médio-lateral no tdlamo, e que ele é deflagrado antes da abertura dos olhos, portanto
parece que este refinamento € independente da visdo de formas estruturadas.

Nossos experimentos também demonstraram que, com a abordagem metodoldgica
aqui detalhada, é possivel observar o histérico das projecdes calosas e tdlamo-corticais

durante o desenvolvimento.

5.1 Consideracoes metodologicas

Diversos trabalhos j4 mostraram variadas possibilidades de utilizagcdo do Dil como
rastreador neural bidirecional (Godement et al., 1987; Qu et al., 2005; Cooke e Simerly,
2005). A maioria desses trabalhos utiliza-se da marcacdo membranar do Dil. Entretanto
Honig et al. (1986) mostraram uma forma de utilizagdo do Dil em cultura, onde as células
aparecem marcadas de forma granular.

Para avaliar a existéncia de fendmenos regressivos durante o desenvolvimento das
conexdes tdlamo—corticais, propomos a utilizacdo desses dois tipos de marcagdo em um
mesmo cérebro. Esta abordagem metodoldgica € original e permite visualizar as projecdes de
uma determinada via em dois momentos distintos do seu desenvolvimento pds-natal (1) no
momento da insercdo do cristal e (2) no momento da eutandsia, com a certeza de que ambos
os padrdes resultam da mesma deposicdo de rastreador, o que ndo € possivel com qualquer
outro método (veja Figura 18).

Ao aplicar este novo método no desenvolvimento das conexdes calosas, confirmamos
0 ja conhecido fendmeno regressivo que ocorre na formagao do corpo caloso (veja a Figura
30). Com isso, comprovamos que este ¢ um método eficaz para a identificagdo desse

fendmeno regressivo bem descrito no sistema caloso, que consiste na retragdo ou eliminagéo



Com Difusao post mortem

Figura 32. Esquema do fendomeno de exuberancia e regressdo das projecdes tdlamo-
corticais no rato. Azul: proje¢des permanentes; vermelho: projegdes transitdrias.
Na idade P14 os dendritos dos neurdnios taldmicos dorsolaterais encontram-se mais
desenvolvidos, dando uma falsa impressdo de que ha um maior nimero de células
quando compararmos com a idade P2. Desenhos fora de escala.
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de alguns dos terminais axdnicos de neurOnios que permanecem Vvivos e projetando para
outros locais (Innocenti, 1981).

O experimento-controle de inser¢do post mortem de Dil no cértex V1 revelou uma
certa semelhanca na distribuicdo espacial das células retrogradamente marcadas, quando
comparados aos resultados obtidos com o uso da nova metodologia, o que corrobora para a
validagdo desta. Contudo, ao compararmos a densidade de células marcadas retrogradamente
no tdlamo nos experimentos-controle com Dil post mortem com a densidade encontrada nos
experimentos com insercao de Dil in vivo, encontramos uma diferenca. Nos cérebros do grupo
controle post mortem identificamos um nimero relativamente menor de células, sobretudo
aquelas localizadas nos nticleos de linha média e nos nucleos intralaminares. Concluimos com
1SS0 que nos experimentos post mortem ocorre marcacdo de um ndmero menor de células.
Interpretamos essa diferenca como conseqiiéncia da maior densidade fisica do cérebro fixado
em relagcdo ao vivo, tornando menor o fluxo difusional do Dil no cérebro post mortem. Desse
modo, nos experimentos in vivo, toda a coluna por onde o cristal passou se torna um foco de
marcagdo. Por outro lado, quando o cristal é inserido no cérebro post mortem, apenas a
camada onde o cristal é depositado € o foco de marcacdo. Assim, a probabilidade de atingir os
axOnios das células talamo-corticais mediais € menor. Mesmo assim, este € mais um
experimento que confirma a existéncia do fendmeno de exuberincia e regressao.

Tivemos ainda outra comprovagdo da eficicia deste método ao realizarmos o
experimento-controle com a dupla marcagdo das células talamicas pelos rastreadores Dil e
DiA inseridos na mesma coluna cortical em V1 (veja a Figura 29). Neste caso, o Dil inserido
in vivo no primeiro dia de vida gerou uma marca¢do membranar nas células dos nucleos
dorsolaterais e marcagdo granular em niicleos mais mediais. J4 o DiA, inserido post mortem,
gerou apenas marcacdo membranar nas mesmas células marcadas de forma membranar pelo
Dil, ou seja, nos nticleos dorsolaterais.

Mais interessante ainda, nosso método permite ter a certeza de que os dois tipos de
marcagdo provém exatamente do mesmo sitio cortical, o que nunca é possivel com injecoes
realizadas em momentos ou em animais diferentes. Assim, reduzimos as davidas relativas as
variagdes anatomicas individuais, variacdes na quantidade de rastreador injetado e variagdes
no local exato da injecdo do mesmo. No experimento-controle citado acima (Dil+DiA), por
exemplo, pudemos ter certeza de que ambos 0s cristais foram inseridos na mesma coluna ao
analisar o corte coronal do sitio de inje¢do, no entanto, ndo ha como negar que os cristais
ocupam camadas corticais distintas e que a dimensdo dos cristais também pode ter variado

ligeiramente (veja a Figura 29).
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Esta abordagem metodolégica pode ser aplicada para o estudo do desenvolvimento de
outras vias no SNC e ndo requer recursos tecnoldgicos avangados, podendo ser empregada
com baixos custos financeiros.

Por outro lado, em virtude da mielinizagdo dos tractos e vias de projecdo, o Dil ndo
produz uma boa marcagdo em cérebros adultos, Além disso, nos animais mais velhos, P14,
por exemplo, é necessidrio aguardar um longo tempo de difusdo post mortem,

aproximadamente 4 meses, em virtude da longa extensdo das vias axdnicas estudadas.

5.2 Fenomenos expansivos e regressivos no desenvolvimento das projecoes

talamo-corticais

Era de se esperar que os animais de todos os grupos sem difusdo post mortem,
tivessem células marcadas apenas de forma granular e foi exatamente o que verificamos.
Todavia, foi curiosa a distribuicdo dessas células no tdlamo, pois esperdvamos encontrar
grande quantidade de células nos niicleos dorsolaterais (NGLd e LP), como de fato ocorreu,
mas poucas células em nicleos situados medialmente. No entanto, encontramos uma
quantidade surpreendentemente grande de células marcadas em niicleos talamicos mediais, de
linha média e intralaminares (veja as Figuras 22A, 24A 25A).

O grupo P2/P3 com difusio post mortem confirmou a presenga de grande quantidade

de células nos nucleos talamicos mediais, intralaminares e de linha média, bem como nos
nucleos laterais, projetando axoOnios para o coértex V1, uma vez que havia células com
marca¢do membranar tanto em regides mediais, quanto dorsolaterais do tdlamo. Por outro
lado, a presenca de algumas células marcadas apenas de forma granular revela que entre P1 e

P2/P3 ja ha um incipiente processo regressivo.

O grupo P7/P8 com difusdo post mortem revelou que nesta idade ainda hd uma
exuberdncia das projecdes tdlamo-corticais visuais (veja a Figura 24B). Por outro lado,
comparando com o grupo P2/P3 com difusdo post mortem (Figura 22B), verificamos que o
processo regressivo ja comeca a se intensificar, uma vez que identificamos um nimero maior
de células marcadas de forma granular, principalmente nos nicleos Rh e Re, pertencentes ao
grupo da linha média.

Finalmente, no grupo ~P14 com difusdo post mortem, pudemos verificar que, ao

contrario do que ocorreu com o0s grupos anteriores, a maioria das células presentes nos
nucleos talamicos mediais, de linha média e intralaminares, apareciam marcadas de forma

granular (veja as Figuras 25B e 26). Nossa interpretacdo € que essas células projetavam para
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V1 na idade P1 (dia da colocacdo do cristal) e que entre P1 e P14 os axdnios que projetavam
para V1 regrediram, por isso, essas células ndo tiveram suas membranas completamente
preenchidas, mesmo apds semanas de difusdo post mortem. Ao contrério, as células situadas
nos nucleos dorsolaterais estavam marcadas em sua maioria de forma membranar, indicando
que estas células mantém sua projecdo para V1. A presenca de algumas células granulares
nesta regido mostra que os nucleos dorsolaterais, que permanecem projetando para V1,
também projetam de forma exuberante em idades precoces, e posteriormente eliminam alguns
axonios.

A caracteristica exuberante do grupo P7/P8 nos permite fechar ainda mais a janela
temporal na qual ocorre o fendmeno regressivo que estamos estudando, ou seja, se nesta idade
ainda ha exuberancia, é porque a regressdo massiva ocorre entre P7 e P14. Por outro lado, as

poucas células granulares presentes nos niicleos Rh e Re do grupo P7/P8 com difusdo post

mortem (veja a Figura 24B) indica que o fendmeno regressivo ocorre de forma gradativa e
obedecendo a um gradiente médio-dorsal.

Sabe-se desde a década de 1970 que as conexdes tdlamo-corticais sofrem algum tipo
de reorganizacdo durante o desenvolvimento. Rakic (1977) e LeVay (1978) mostraram,
respectivamente em macacos e gatos adultos, que os aferentes tdlamo-corticais que
representam cada um dos dois olhos sdo segregados no cortex visual, formando as “colunas de
dominancia ocular” e que essas colunas se sobrepdem em fases precoces do desenvolvimento.
Mais interessante ainda € que o padrdo disperso dos aferentes pode ser mantido caso o outro
olho seja removido (enucleado) ou suturado antes de completar a segregacdo (Hubel et al.,
1977; Shatz e Stryker, 1978; Rakic, 1981).

No entanto, permanece a idéia de que os nticleos taldmicos que projetam para V1 ja
sdo estabelecidos desde o principio do desenvolvimento e que ndo hd um verdadeiro
fendmeno de exuberincia e regressdo das projecdes tdlamo-corticais, mas somente um
rearranjo de suas conexdes. Esta € a hipdtese do “cardter progressivo do desenvolvimento das
conexdes tdlamo-corticais”, como sugerem Hedin-Pereira (1989) e Killackey (1996). Mais
recentemente, Herbin et al. (2000) mostrou em gatos que ha uma diminui¢do do nimero total
de células tdlamo-corticais durante o desenvolvimento pds-natal e que, além disso,
determinadas subdivisdes dos nticleos LP e NGL projetam para o cortex visual no gato jovem,
mas ndo o fazem no animal adulto. Apesar disso, curiosamente, este autor afirma no mesmo
artigo que a via tdlamo-cortical j4 estd pronta e bem estabelecida na época do nascimento do

animal.
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Nossos experimentos demonstram que o fendmeno de exuberincia e regressdo da via
tdlamo-cortical possui uma amplitude considerdvel, uma vez que observamos a existéncia de
numerosas células com projecdo tdlamo-cortical transitéria para o cortex V1 em nicleos
taldmicos que deixam de projetar para este alvo apds alguns dias de desenvolvimento pés-
natal. Assim, acreditamos que as conexdes tdlamo-corticais também se desenvolvem de
maneira dindmica (e possivelmente plastica) e ndo de forma simplesmente progressiva.

Da mesma forma, Frost (1984) mostrou que em hamsters recém natos normais o
nicleo VB (somatossensorial) e o nicleo GM (auditivo) recebem projecdes da retina que ao
longo do desenvolvimento sdo completamente eliminadas. Este dado reforca a nossa
interpretacdo de que a via tdlamo-cortical é construida de forma progressiva e também
regressiva.

O que ainda ndo sabemos é (1) se as projecdes tdlamo-corticais visuais exuberantes
estabelecem contatos sindpticos com alvos corticais transitorios, nem se (2) tais contatos
poderiam vir a se tornar permanentes. O trabalho de Frost (1986) oferece uma sugestio a esse
respeito. Ele verificou que ao remover o CS e o NGL (principais alvos das vias retinianas) e
ao mesmo tempo deaferentar os nicleos VB e GM, as conexdes transitdrias entre a retina e os
nicleos VB e GM ndo regrediam. Isso leva a acreditar que, em situacdes especiais, as
conexdes tdlamo-corticais exuberantes podem sim se tornar permanentes (revisdo em Sur e
Leamey, 2001).

Com relacdo a origem embrioldgica dos nicleos taldmicos, observamos que apenas
nicleos com origem no l6bulo neuroepitelial dorsal (DL, Figura 12) podem continuar
projetando para V1 no rato com 14 dias de vida. J4 os ndcleos com origem no lébulo
neuroepitelial 2 (SL2; Altman e Bayer, 1979a) projetam transitoriamente para V1, mas na
idade da abertura dos olhos ja ndo projetam mais; enquanto aqueles pertencentes ao l6bulo
neuroepitelial 1 (SL1) nunca projetam para V1, nem durante o desenvolvimento (ver a Figura
12). Talvez essa diferenga de origem embriondria defina atributos ontogenéticos distintos aos
neurdnios desses grupos nucleares, capazes de explicar o seu comportamento diferenciado

quanto a emissao e retracdo de projecdes exuberantes.
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5.2.1 Por que se estabelecem as conexoes transitorias?
a) Guias

Determinadas projecdes transitorias parecem ter uma fungdo clara no processo de
construcdo do circuito permanente. Um exemplo disso € a existéncia de uma populagdo de
aferentes talamicos que se origina no telencéfalo ventral, na regido da cédpsula interna, antes
da formacgdo da via tdlamo-cortical, e que parece guiar os axdnios tdlamo-corticais no
caminho entre o diencéfalo e o telencéfalo (Mdlnar e Blakemore, 1998; Braisted e O’Leary,
1999). Essa hipétese foi confirmada em estudos que utilizaram camundongos mutantes € nos
quais esta populagdo transitdria de células-guia ndo se forma. O resultado € a falha na chegada
dos axdnios tadlamo-corticais no telencéfalo (Tuttle ef al., 1999; Pratt et al., 2002).

Outro exemplo de populagdo axdnica transitéria com funcgdo de guia € a sub-
populacdo de células da subplaca cortical, que forma uma rede de conexdes com células de
outras camadas corticais, especialmente com neurdnios da camada 4, com neurdOnios
subcorticais e com axdnios tdlamo-corticais (Allendoerfer e Shatz, 1994), além de projetar ao
outro hemisfério através do corpo caloso (DeAzevedo et al., 1997). Neste caso, a falta desta
populagdo transitdria implica na alteracdo da formagdo das colunas de dominancia ocular

(Ghosh e Shatz, 1992; Kanold et al., 2003).

b) Selecao funcional de possiveis conjuntos neurais

As projecdes exuberantes também oferecem a possibilidade de um ajuste progressivo
de conexdes mais precisas ndo so pela informacgdo genética, mas também de acordo com a
propria atividade funcional dos circuitos em formacdo. Isso confere ao sistema nervoso a
capacidade de se adaptar as contingéncias do mundo fisico no qual o organismo vive, bem
como de adaptar-se a eventuais lesdes ou distirbios que possam ocorrer durante o
desenvolvimento (Singer, 1995).

Seguindo a hipdtese mais aceita sobre a codificagdo e a representacdo cortical, Singer
(1995) distingue entre dois tipos de conexdes: (1) as proje¢des proativas, como por exemplo
entre areas corticais de hierarquia crescente, ou as conexdes tdlamo-corticais; (2) as projecdes
horizontais e retroativas. As segundas, responsdveis pela formacdo dindmica de conjuntos
celulares cuja sincronizagcdo funcional seria o substrato das representacdes mentais, seriam
caracterizadas por uma alta dindmica, e por isso seriam selecionadas através de um processo
aditivo/regressivo. As primeiras, ao contrario, teriam por papel essencial construir
progressivamente 0s campos receptores caracteristicos dos neurdnios de cada estagio de

processamento, e seriam essencialmente definidas por guias moleculares inatos, sendo pouco
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sujeitas ao fendmeno de regressdo em animais adultos. No entanto, durante fases precoces do
desenvolvimento pds-natal, ambas as vias sdo suscetiveis a modificacdes dependentes da
experiéncia. Esse processo parece obedecer a correlacdes de tipo Hebbiano, ou seja, os
neurdnios pré e pos-sindpticos que disparam potenciais de a¢do em contigiiidade temporal t€m
suas sinapses fortalecidas. Dessa forma, através da selecio de conexdes sincrOnicas sdo
estabelecidos os conjuntos neurais, ou seja, grupos de neur6nios que respondem a um

determinado estimulo de forma sincronica.

c) Plasticidade inter-modal

Sabe-se que pessoas cegas possuem os outros sentidos mais agugados, principalmente
o tato e a audi¢@o. O coértex visual de cegos ndo fica inativo; Laemle et al. (2006) mostraram,
por exemplo, que o cértex V1 de camundongos enucleados responde a estimulos auditivos.
Eles demonstraram, nesses animais, a existéncia de uma conexdo direta entre os nucleos
subcorticais auditivos - o coliculo inferior e nicleo geniculado medial (GM) — com o cdrtex
V1. Observando esta questdo por outro angulo, Negyessy et al. (2000) mostraram uma
reducdo das projecdes provenientes do NGL que chegam em V1, e um incremento nas
projecdes provenientes do niicleo LP em ratos enucleados em PO. Ainda assim, essas
projecdes provenientes do NGL podem estar na verdade, trazendo informacdo de outras
modalidades sensoriais, uma vez que Doron e Wollberg (1994) e também Izraeli et al. (2002)
mostraram, respectivamente no rato e no hamster enucleados, a existéncia de uma conexao
entre o coliculo inferior e 0o NGL.

Todos esses achados, aliados ao fato de que no presente trabalho nés mostramos que
até a idade de 14 dias o nicleo GM do rato ainda projeta para V1 (Figura 25), sugerem que
animais em desenvolvimento possuem uma ampla capacidade de reorganizar, ndo apenas a
circuitaria cortical, mas também subcortical, favorecendo a adaptagdo e a sobrevivéncia
desses animais, mesmo que venham a sofrer alguma lesdo estrutural ou alguma alteracdo

ambiental importante.

d) Estratégia evolutiva

Considera-se também que os fenOmenos regressivos t€m um papel importante na
evolucdo dos circuitos corticais, pois novas dreas morfofisiologicas podem ser definidas a
partir da reorganizacdo e da selecdo de conexdes inicialmente inespecificas (Finlay et al,
1987). O fato de processos seletivos ocorrerem em estruturas homoélogas de diferentes

espécies, e o fato de ocorrerem em diferentes vias e em diferentes niveis estruturais, ou seja, o
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fato de ser uma regra do desenvolvimento neural confirma que o processo de exuberincia e
regressdo deve proporcionar a flexibilidade que é necessaria para o ajuste das modificacdes
genéticas que ocorrem durante a evolucdo (Innocenti, 1995; para revisdo ver: Furtado, 2005).
Por exemplo, o nimero significativamente maior de neurdnios presentes na via retino-
geniculada do gato selvagem (Felis silvestris tartessia)) em comparacdo com O gato
doméstico (Felis catus), foi atribuido a mudangas nas taxas de apoptose (Williams et al.,
1993).

Afinal, este fendmeno de exuberancia seguida de regressdo pode parecer redundante e
implica um grande custo metabdlico. No entanto, este mostra-se uma excelente estratégia para
responder as exigéncias do desenvolvimento, do funcionamento dindmico e provavelmente
também da adaptacdo e da evolucdo dos circuitos responsaveis pela percep¢do dos estimulos
externos. Kennedy (1989) verificou, por exemplo, através da andlise dos fendmenos
regressivos cortico-corticais ipsilaterais, que o processo de maturacio dos circuitos corticais
de primatas ocorre tardiamente comparando com outras espécies, € que isso pode estar
relacionado com a complexidade do cérebro do primata.

Seria muito relevante investigar se, no outro sentido da alc¢a, as projecoes cortico-
talamicas também se formam através de mecanismos regressivos, e se existe
correpondéncia temporal e/ou espacial entre as estruturas talamicas e corticais

transitoriamente inervadas.

5.2.2 Fatores que afetam os fenomenos regressivos

Uma vez que os fendmenos regressivos existem como regra geral do desenvolvimento
das conexdes do sistema nervoso, qualquer distirbio que comprometa a realizagdo plena do
mesmo poderd trazer graves conseqiiéncias ao desenvolvimento e ao animal adulto. Por isso é
importante conhecermos os fatores que afetam esta importante etapa do desenvolvimento.

Experimentos em ratos mostraram que o hipotireoidismo impede a eliminagdo de
projecdes calosas exuberantes nos cortices visual e auditivo (Gravel et al., 1990 e Berbel et
al., 1993). Nessa mesma linha, Li et al. (1995) mostraram que o hipotireoidismo congénito
inibe a regressdo de projecdes cortico-espinhais transitorias. Sendo assim, € possivel que
paciente com hipotireoidismo congénito sofram alteracdes sensoriais. O consumo de dlcool
durante a gravidez também foi avaliado em um estudo em macacas. Neste caso, seus filhotes
desenvolveram um corpo caloso cuja metade anterior era mais espessa e continha um nimero
maior de axdnios (Miller et al., 1999). Mas esses resultados diferem dos dados encontrados

em humanos. Neste caso, a sindrome alcodlica fetal estd relacionada com a disgenesia ou até
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mesmo agenesia do corpo caloso e com a redug@o do tamanho do cérebro (Ramanathan et al.,

1996; Spohr et al., 1993).

5.3 Consideracoes finais e perspectivas

Verificamos que até a idade da abertura dos olhos, os niicleos que projetam para
V1 sdo: NGLd, LP, LD, CL VL, Po e GM. Sabemos, todavia, pela analise da literatura,
que os nicleos NGLd, LP, LD e CL projetam para o cértex visual no rato adulto, e que
em contrapartida, os nicleos VL e Po sao especificos do sistema sensério-motor. Em
P14, resta pouquissima comunicac¢io direta entre estes niicleos (VL e Po) e a area V1.
Por este motivo, acreditamos que tais conexoes serdo desfeitas até a maturacio completa
do cérebro. A relacio entre V1 e o niicleo GM, especifico do sistema auditivo, na idade
P14, ja nao € tao desprezivel assim. E neste caso resta a divida: sera que esta conexao se
desfaz completamente com o amadurecimento?

Além disso, nossa metodologia nos permitiu verificar quais nucleos taldmicos
projetam para V1 no rato até a idade de abertura dos olhos. Apds este periodo o processo de
mielinizagdo — que acrescenta ao meio uma enorme quantidade de lipideos - j4 comeca a
interferir na marcacio pelas carbocianinas, tornando-a borrada e difusa. A conseqii€ncia é a
dificil identificacdo dos elementos marcados.

Para complementar nossos resultados, seria interessante aplicar em V1 de ratos adultos
um rastreador retrogrado adequado para vias mielinizadas, como o fluorogold (Thanos et al.,
2000) ou microesferas de latex (Vercelli et al., 2000). Neste caso, saberiamos se os nticleos
VL, Po e GM mantém suas fracas projecdes para V1 ou se ainda had regressdo entre o
momento da abertura dos olhos e a idade adulta. Embora Negyessy et al. tenham publicado
um trabalho semelhante em 2000, utilizando o HRP como rastreador retrégrado, e tenham
verificado marcagdo retrégrada apenas nos nicleos NGLd, LP, LD e grupo intralaminar
(dentre eles o CL), ainda seria importante a utilizacdo de outro rastreador retrégrado e um
olhar cuidadoso nos nicleos VL, Po e GM, para nos certificarmos se estes nicleos retraem
completamente suas projecoes para V1 até a idade adulta.

Outra questao ainda nao totalmente respondida € se as conexodes talamo-corticais
exuberantes sdo eliminadas por retracio de terminais axonicos, por morte celular ou
ambos. Acreditamos que se as células com projecdo transitéria morressem, elas seriam

fagocitadas e ndo apareceriam marcadas de forma granular como observamos nos
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experimentos com insercdo do cristal in vivo com difusdo post mortem, especialmente no
grupo da idade P14, cujo periodo de sobrevida é cerca de 12 dias. Mesmo assim, para eliminar
a possibilidade da marcag@o granular estar se confundindo com um processo de degeneracio
do corpo celular, achamos que, seria interessante uma abordagem experimental como
Innocenti e O’Leary et al. apresentaram em 1981 para estudar o fendmeno regressivo das
células calosas. Neste caso, foi feito um experimento no qual um rastreador retrogrado, nao
metabolizdvel pelas células, foi inserido no cértex de ratos nos primeiros dias de vida. Esses
animais tiveram um periodo de sobrevida de aproximadamente 17 dias e nesta data, um
segundo rastreador retrégrado foi inserido aproximadamente no mesmo local do primeiro. O
animal ainda permaneceu vivo por cerca de 8 horas apds a cirurgia e em seguida foi
perfundido. O resultado foi a presenca de grande quantidade de células marcadas pelo
primeiro rastreador em toda a extensdo do cértex visual contralateral € um ndmero menor de
células duplamente marcadas somente nas bordas entre V1 e V2, onde as células visuais
calosas se concentram no animal adulto. A presenca das células marcadas com um tnico
rastreador comprovou que as células com projecdes calosas exuberantes ndo morrem, apenas
retraem seus colaterais axonicos contralaterais.

Nossa proposta € a realizacao de um experimento com rastreadores retrégrados
semelhantes, mas com o objetivo de estudar as projecoes talamo-corticais. Neste caso,
injetariamos, por exemplo, microesferas de latex verdes no cortex V1 de ratos na idade
P2, aguardariamos o animal chegar a idade P14 e injetariamos microesferas vermelhas,
no mesmo sitio onde foi injetado o primeiro rastreador. Caso seja correta a nossa
hipdtese de que as células que projetam transitoriamente ndo morrem, veriamos muitas
células localizadas principalmente nos niicleos mais mediais, marcadas exclusivamente
com as microesferas verdes.

No trabalho citado acima, O’Leary et al. (1981) discutem o fato de que nem todas as
células dentro da regido da borda V1/V2 estavam duplamente marcadas. Eles atribuem este
resultado ao fato de que na pratica € impossivel realizar duas inje¢des exatamente no mesmo
local. Mas algumas células da borda V1/V2 também pode ter eliminado seu ramo caloso,
assim como no nosso trabalho mostramos que algumas células pertencentes ao nicleo NGLd
retraem sua projecdo para V1. No nosso trabalho, ndo temos divida de que esta regressio
ocorre, pois a metodologia utilizada ndo contou com duas inje¢des, mas sim com duas
marcagdes a partir de uma unica injecdo. E essa € uma das maiores vantagens desta

metodologia aqui apresentada.
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5.4 Conclusao

De acordo com os objetivos definidos,

e Descrevemos uma nova forma de utilizagdo do Dil, baseada na sua capacidade de produzir
dois tipos de marcacgdo distintos em um mesmo cérebro, e demonstramos que ela € eficaz e

vantajosa para o estudo da regressdo de conexdes neurais.

e Validamos este novo método através de diversos experimentos controles e concluimos que:

e Entre P1 e P8, os seguintes niicleos talimicos projetam para a area V1 do rato :
- com projecao intensa: NGLd, LP, Po, VL, CL;
- com projecdo moderada: GM, LD, AV, PF, PLi, VM, IAM, Re, Rh;
- com projecao fraca: G, Rt, VPL, VPM, Rev, CM.
Em P14, os seguintes nicleos talimicos projetam para a area V1 do rato :
- com projecao intensa: NGLd, LP;
- com projecdo moderada: GM, LD, CL;

- com projecdo fraca: Po, VL.

e Portanto, existem varios nicleos talimicos que projetam transitoriamente para o
cortex visual primario no rato. Sio esses: AV, G, PF, PLi, Rt, VPL, VPM, VM, 1AM, Re,
Rev, Rh, CM.

- Além disso, nos nucleos taldmicos dorsolaterais NGLd e LP, o nimero de células que

projetam para V1 diminui no periodo estudado.

- Estudos complementares sdo necessdrios para (1) verificar quais nicleos realmente projetam
para V1 no rato adulto e (2) saber se as conexdes transitorias sdo eliminadas por retragdo de

terminais axonicos e/ou morte celular.
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