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RESUMO

Apods a amputacdo de um membro em humanos ocorrem mudangas na topografia do
cortex motor primario (M1), com a expansado da representacdo cortical de areas
adjacentes somatotopicamente sobre a area do cortex antes devotada a
representacdo do membro perdido. Essas modificacbes podem ser reversiveis apos
o transplante de maos. O primeiro objetivo deste trabalho foi estudar se o transplante
bilateral das m&os em um paciente amputado resulta no aparecimento de uma
representacédo cortical em M1 da musculatura intrinseca das maos. Foi realizado o
acompanhamento longitudinal de um paciente amputado, submetido ao transplante
bilateral de maos durante trinta e dois meses. Com o uso de estimulagdo magnética
transcraniana, foi observado que os musculos intrinsecos da méo, provenientes do
doador, adquirem uma representagdao em M1. Esse mapeamento da musculatura
intrinseca foi acompanhado de modificacbes assimétricas nas representagdes da
musculatura proximal nos membro direito e esquerdo e na relagdo entre as
representacdes da musculatura envolvida nos movimentos da mao e do brago. O
segundo objetivo deste trabalho foi estudar se a plasticidade relativa a representacao
cortical de um membro amputado estende-se além de M1. Medindo o potencial de
prontidao, por meio da eletroencefalografia, observou-se que voluntarios amputados
nao apresentaram predicdo de movimento de outrem baseando-se nos mecanismos
de preparacdo motora quando esse era desempenhado com o0 membro
correspondente ao amputado. A auséncia da informacgao sensorial € dos comandos
motores relativos a um membro alteram sua representacdo em diferentes niveis do
sistema motor. Além disso, as modificacdes em M1 podem ser revertidas, com o
retorno das representagdes da musculatura intrinseca a partir das informacgdes
aferentes e eferentes de um membro transplantado.
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ABSTRACT

The somatotopic representation of body maps in the human cortical mantle is
modified as a result of a member amputation such as an arm. Different
methodologies have revealed that the cortical areal representation of the amputated
member diminishes in favor of those representing neighboring counterparts.
Nevertheless, these plastic changes are reversible after hand allograft. The goal of
the present work was to evaluate if the intrinsic muscles of the transplanted hand
become represented in the primary motor cortex (M1) after hand allograft. A
longitudinal evaluation of thirty two months was performed in an amputated patient
who benefited from bilateral hand allograft. Transcranial magnetic stimulation
revealed that the intrinsic hand muscles, pertaining to the donor become represented
in the M1 of the grafted patient. The time course of this phenomenon was different for
each hand and concomitant with changes in the motor representation from the
proximal muscles. The overlap of different muscles representation also differs
between both hands. The second goal of the present work was to determine if the
cortical plasticity observed in amputated patients extends to other cortical areas
beyond M1. The Redness Potential, measured by electroencephalography, in
patients with unilateral upper-limb amputation showed that cortical reorganization is
not restricted to M1. Control subjects, but not the amputated ones could predict
another person movement based on their motor preparation mechanisms. The
absence of motor anticipation shown by amputees was observed only when the
impeding action was performed with a hand corresponding to their amputated one.

In conclusion, the absence of sensorial inputs and motor commands related to the
hand induces reorganization at multiple levels of the motor system. Furthermore, at
least in M1, the map modification can be reverted with the recovery of afferent and
efferent inputs related to a grafted hand.
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1 INTRODUCAO GERAL

Até os anos 80, acreditava-se que, uma vez estabelecidas durante o
desenvolvimento, as representagdes sensoério-motoras no cérebro de mamiferos
tornavam-se estaveis, permanecendo fixas por toda a vida adulta. Mais
recentemente, tem se demonstrado que essas representagdes sdo dinamicas e
estdo em constante mudanga, em fungao do aprendizado e da experiéncia individual
(Buonomano & Merzenich, 1998).

Assim, ao longo da vida do animal modificagcées estruturais e/ou funcionais das
conexdes neurais permitem a aquisicdo de novos padrbes comportamentais. A
plasticidade neural consiste no conjunto de mecanismos pelos quais estas
modificacdes s&o implementadas (Buonomano & Merzenich, 1998; Kaas, 1991). E
hoje consenso de que os mecanismos de plasticidade constituem a base fisioldgica
para o funcionamento normal do encéfalo humano (Buonomano & Merzenich, 1998;
Garraghty & Kaas, 1992).

No dominio da fisiologia do movimento, a compreensédo do modo de operar dos
sistemas somato-motores, assim como dos mecanismos que subjazem a
capacidade de reorganizacdo que acompanham lesdes encefalicas ou da periferia
corporal em mamiferos (Nudo et al., 1996; Nudo & Milliken, 1996; Nudo, 1999; Pons
et al., 1991; Sanes et al., 1990) pode trazer beneficios diretos a sociedade com o
surgimento e a implementacdo de estratégias de reabilitagdo mais eficientes no
tratamento de alteracbes comportamentais induzidas por lesées centrais (Chollet et
al., 1991) e periféricas (Lundborg, 2003).

A chamada “reorganizacdo” na topografia das representagdes corticais
sensitivas e motoras primarias vem sendo amplamente demonstrada apés

amputagao de um membro em humanos. As areas corticais que perdem a aferéncia



da parte do corpo a ela relacionada nao permanecem silenciosas, elas passam a
responder a estimulagdo sensorial de partes do copo com a expansdao da
representacado cortical de areas adjacentes somatotopicamente sobre a area do
cértex deaferentada apds a amputagao (PascuallLeone et al., 1996; Flor et al., 1995).

A andlise das reorganizagcbes motoras ligadas a amputacdo foi feita,
inicialmente, através de estimulacdes elétricas da superficie cortical na ocasido de
algumas raras cirurgias cerebrais executadas em pacientes amputados (Ojemann &
Silbergeld, 1995; Woolsey et al., 1952). A esti mulagéao elétrica cortical de areas do
cortex motor primario previamente devotadas ao controle da mao amputada produz
movimento ou contracdo muscular de partes do corpo representadas em posi¢ao
adjacente a regido corporal agora inexistente no mapa somatotopico cortical
(Ojemann & Silbergeld, 1995). Esse resultado sugere que o coértex privado passou a
se destinar ao controle dos musculos proximais remanescentes.

Mais recentemente, estudos empregando técnicas ndo-invasivas como a
estimulacdo magnética transcraniana (TMS) (Cohen et al., 1991; Dettmers et al.,
1999; PascualLeone et al., 1996; Roricht et al., 1999); Tomografia por emissao de
positrons (TEP) (Kew et al., 1994a) e ressonancia magnética funcional IRMf (Lotze
et al., 1999) apontam na mesma diregdo, com uma expansado da representacéo
motora do coto em dire¢do a do segmento do membro amputado e, mais raramente,
uma expansao do rosto em direcido a representagcdo da mao amputada.

Apos a retirada do membro, o paciente frequentemente experimenta uma
sensacao vivida da presenga do mesmo, fendbmeno denominado de membro
fantasma. Essas sensagdes tém sido entendidas como um indicio da reorganizagéo
cortical e podem estar associadas a sensagdes mecanicas térmicas e dolorosas,

sendo que alguns pacientes sdo capazes até mesmo de mover voluntariamente seu



membro fantasma (Knecht et al., 1998; Ramachandran et al., 1992; Ramachandran
& Hirstein, 1998).

Esses movimentos do membro fantasma foram estudados por Mercier e
colaboradores (2006) empregando a TMS. Os autores analisaram as sensagodes de
movimento deflagradas pela estimulagdo do cortex motor. Esse estudo tinha como
objetivo testar se a expansdo da representacdo dos musculos remanescentes,
amplamente descrita conforme resumido anteriormente, pode coexistir no coértex
motor primario (M1) com a representagdo da mao amputada. Todos os voluntarios
eram amputados com nivel acima do cotovelo e reportaram movimentos
involuntarios da mao fantasma quando tiveram estimulada a regido de
representacdo da mao contralateral ao seu membro amputado em M1. Além disso,
os sitios de estimulacdo que evocaram movimentos fantasmas dos dedos
apresentaram grande grau de sobreposicdo com 0s que evocaram respostas na
musculatura do coto. Juntos, esses dados sao indicativos de que a representagao
motora da méao ausente persiste em M1 apds amputagcédo, na mesma regiao cortical
originalmente relacionada aos seus comandos eferentes e que essa mesma regiao
também é relacionada a representagao expandida dos musculos do coto (Mercier et
al., 2006).

Além de modificar as representacbes de movimentos, em macacos, a
amputagao crénica também é capaz de modificar a conectividade cortical. Florence e
colaboradores (1998) em um estudo anatdbmico, injetaram tragadores bidirecionais
na representacdo da mao pertencente a area 1 do coértex somato-sensorial de
animais normais e com amputagao traumatica crénica (1 a 10 anos de leséo). A

analise dos neurbnios marcados revelou que os animais amputados apresentaram



expansao das conexdes laterais no coértex somato-sensorial nas areas 1 e 3
(Florence et al., 1998) .

Wu e Kaas (1999) estudaram, com o auxilio de marcadores retrogrados, a
distribuicdo de neurdnios cortico-espinhais em dois macacos que sofreram
amputacgao traumatica unilateral de um membro superior. Nesse estudo, tracadores
foram injetados bilateralmente nos segmentos cervicais baixos (a partir de C6) da
medula, tipicamente relacionados aos movimentos da mao. A analise da localizacao
cortical dos neurdnios marcados no cértex mostrou um padrao semelhante nos dois
hemisférios: as células marcadas eram neurdnios piramidais de varios tamanhos,
localizadas na camada 5 do cértex, sugerindo a manutengdo da integridade da
conexao direta do cértex com a medula ap6s a amputagao (Wu & Kaas, 1999).

O mesmo grupo de pesquisadores realizou também a injecdo de tragadores
retrogrados nos musculos remanescentes do coto em primatas ndao humanos. A
analise dos neurbnios marcados revelou que os motoneurénios medulares privados,
que antes supriam musculos da mao, nado degeneram apos a amputagdo de um
membro e encontram novos alvos, passando a inervar musculos proximais. Essas
mudancas nas conexdes dos motoneurdnios medulares com os musculos podem
contribuir para a reorganizagao cortical, ja que o recrutamento de neurdnios corticais
que outrora foi responsavel pelo recrutamento de motoneurdnios relacionados ao
movimento da mao passa a evocar uma contracdo proximal e o consequente
feedback somatico e visual a ela pertinentes (Wu & Kaas, 2000).

Além disso, a perda do membro induz redugcdo do tamanho celular e da
arborizagdo dos motoneurbnios alfa medulares no grupo de neurbnios que
controlavam musculos distais, ndo afetando os motoneurénios gama (Wu & Kaas,

2000). Essa atrofia pode ser similar a que ocorre no envelhecimento e apds leséo



nervosa periférica (Hashizume et al., 1988; Mittal & Logmani, 1987; Vanden et al.,
1993) e pode explicar a redugédo no volume do corno anterior, observada apos perda
crénica do membro (Wu & Kaas, 2000).

No ser humano o registro da atividade elétrica dos nervos periféricos de
pacientes amputados mostra que, ao tentarem mover voluntariamente a mao
fantasma, eles continuam gerando atividade nas fibras nervosas lesionadas do coto
que anteriormente supriam os musculos do membro faltante (Dhillon et al., 2004;
Dhillon et al., 2005). De fato, ja em 1993, Ramachandran havia descrito contragbes
dos musculos do coto de amputados enquanto os mesmos buscavam movimentar os
dedos fantasmas (Ramachandran, 1993). Esse relato foi confirmado recentemente
por Reilly e colaboradores (2006) que registraram a atividade eletromiografica de
musculos pertencentes ao coto de amputados do membro superior enquanto os
mesmos eram instruidos a realizar uma série estabelecida contendo diversos
movimentos voluntarios da mao fantasma (Reilly et al., 2006). Os autores mostraram
que a intengao de realizar movimentos distintos da mao esta associada com padroes
de atividade eletromiografica de diferentes musculos do coto de amputados com
nivel de amputagao tanto acima como abaixo do cotovelo. Com base nesses
resultados, foi proposto que a aparente invasdo da regido cortical do membro
ausente ndo elimina a representacao desse membro (Reilly & Sirigu, 2008). Além
disso, é possivel que os circuitos corticais motores envolvidos no controle da mao, e
as projegdes descendentes relacionadas a esses circuitos, sejam distintamente
ativados durante a producido de diferentes movimentos com o membro fantasma
(Reilly et al., 2006).

Além das amputagdes traumaticas ou cirurgicas que ocorrem na infancia ou

vida adulta, apos o desenvolvimento do membro, existe outra categoria de pacientes



que ndo possuem um membro: os portadores de agenesia. Nesses pacientes o
membro nao se formou ou teve sua formacao incompleta durante o desenvolvimento
embrionario. Ou seja, embora as caracteristicas fisicas externas desses pacientes
sejam semelhantes as de amputados, no caso da agenesia os nervos nao foram
seccionados, o que houve foi uma alteracdo do desenvolvimento do membro.

Hall e colaboradores (1990) mostraram que, assim como na amputacao
tardia, pacientes com agenesia também apresentam menor limiar de estimulagao,
além de um aumento de representacdo dos musculos do coto quando examinados
com TMS (Hall et al. 1990). Contudo, Montoya e colaboradores (1998) néo
identificaram com EEG diferencas entre os hemisférios no cértex somato-sensorial
em amputados congénitos unilaterais (Montoya et al., 1998). De acordo com o ultimo
achado descrito esta o resultado de Flor e colaboradores (1998) que, através da
técnica de magnetoencefalografia (MEG), identificaram uma reorganizagdo minima,
nao significativa no cortex somatossensorial desses pacientes (Flor et al., 1998).

Outro estudo empregou as técnicas de PET e TMS para explorar as
representacdes dos musculos envolvidos no movimento do ombro em pacientes com
agenesia unilateral de membro superior. Os autores identificaram uma pequena
diferenca entre os dois hemisférios nos trés pacientes examinados, caracterizada
por um pequeno aumento, porém nao significativo, da ativagao dos cortices somato-
sensorial € motor primarios (Kew et al., 1994b). Sendo assim, os estudos sobre a
plasticidade relacionada a agenesia de um membro ainda n&o sido conclusivos
tornando ainda mais dificil responder qual a importancia da informacao sensorial e
dos comandos motores para a construgdo e manutencdo das representacdes

sensorio-motoras.



1.2 Formulacéo

A presente tese de doutorado tem como objetivo contribuir para o
entendimento da re-organizagcdo funcional das representagdes motoras de
humanos adultos. Mais especificamente, foram exploradas as consequéncias de
modificacdes nas informacdes sensoério-motoras decorrentes de alteragdes
periféricas referentes ao membro superior. Dois estudos diferentes foram
realizados. O primeiro teve como objetivo testar se o cortex motor de amputados
crénicos de membro superior é capaz de representar novamente os musculos da
m&o. O segundo estudo teve como objetivo verificar se outras instancias de
representacdo de movimentos sdo afetadas apds a amputagdo, além de M1.
Esses dois projetos serdo descritos e contextualizados em detalhes

separadamente nos préximos capitulos.



2. Plasticidade em M1 apo6s o
transplante bilateral de maos
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2.1 INTRODUCAO

Como exposto na introdugdo geral, a amputacdo de um membro esta
associada a modificagdes nas representagdes daquele membro no sistema nervoso
central. Esse fato remete ao questionamento sobre a reversibilidade dessa
reorganizacgao. O transplante de maos em humanos é uma oportunidade impar para
estudar essa possibilidade. Esse tipo de transplante € uma cirurgia complexa, que
consiste em conectar musculos, tenddes, vasos sanguineos e nervos de um doador
as mesmas estruturas de um paciente amputado (Dubernard et al., 1999; Dubernard
et al., 2003). O implante da mao de um doador ofereceu pela primeira vez a
oportunidade de se estudar se o membro transplantado adquire representacido em
M1, assim como os seus efeitos sobre as reorganizagdes provocadas pela
amputacao.

Para facilitar o entendimento das consequéncias da amputagcdo de maos,
assim como da cirurgia de transplante, adotaremos a divisdo dos musculos do
membro superior de humanos em trés grupos, dependendo de sua localizagao
anatébmica e funcdo. O primeiro grupo, o proximal, inclui os musculos localizados no
braco, responsaveis primariamente por movimentar as articulacbes do ombro e
cotovelo. Esse grupo nao sofre influéncia direta da amputagcéo. O segundo grupo,
que corresponde ao grupo extrinseco de controle dos movimentos da mao, inclui os
musculos que possuem o ventre localizado na regido do antebrago (abaixo do
cotovelo), e que sao responsaveis primariamente por movimentos do punho e da
mao. Esse grupo esta parcialmente preservado no caso da amputagao de méao, no
entanto, ndo se encontrando com fungdo normal, haja vista que seu objeto de acéo,
a mao, nao esta presente. Ja o terceiro, e ultimo grupo, é o dos musculos intrinsecos

da méo, constituido por musculos que possuem seu ventre e acdo na mao (figura 1).



11

Proximais

\ Extrinsecos

Intrinsecos

Figura 1. Desenho de um membro superior humano mostrando os diferentes
grupamentos musculares. Intrinsecos: musculos com ventre muscular localizado na
mao e acgao sobre a mesma; extrinsecos: musculos com ventre muscular no
antebraco e agao sobre punho e mao e proximais: musculos com ventre no braco e
acao sobre o ombro e cotovelo. Figura adaptada de http://www.voxel-man.de/3d-
navigator/upper_limb/images/arm_colored.jpg

Estudos empregando a técnica de Imagem por ressonéncia magnética
funcional (IRMf), no exame de pacientes transplantados, haviam mostrado a
reversibilidade das modificacbes plasticas decorrentes da amputacdo de um membro
em M1 (Brenneis et al.,, 2005; Giraux et al., 2001). Por exemplo, Giraux e
colaboradores (2001) relataram que seis meses apos a cirurgia, as representagdes
referentes as méos de um paciente submetido ao transplante bilateral voltaram a
ocupar a area devotada ao seu controle. No entanto, esse estudo empregou os
movimentos do cotovelo e a flexdo e extensdo dos dedos, que envolvem tanto a

musculatura intrinseca como extrinseca da mao. Além disso, a técnica de IRMf

evidenciou uma ativacdo na area correspondente a representacdo da maéo em M1,
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porém nessa regido também estdo sobrepostas as representagcdes de musculos
extrinsecos e intrinsecos (Giraux et al., 2001; Schieber & Hibbard, 1993). Sendo
assim, esse estudo ndo possibilitou responder especificamente se os musculos
intrinsecos da mao, provenientes do doador, adquirem uma representacao funcional
em M1, pergunta que pretendemos responder no presente projeto.

Para abordar essa questao, iremos empregar a técnica de TMS, uma técnica
nao invasiva que permite realizar o mapeamento da representagao motora dos

musculos individuais no cortex, inclusive os intrinsecos da mao (Barker et al., 1985).

2.1.1 Mapeamento das representacdes motoras com a TMS

A TMS opera a partir do principio da indugéo eletromagnética de Faraday, que
postula que uma corrente elétrica, ao passar em uma bobina, induz um campo
magnético, que, por sua vez, € capaz de induzir uma corrente elétrica em um meio
condutor. Durante o exame, uma corrente (cuja intensidade maxima € de cerca de
8000 Amperes) passa rapidamente por uma bobina posicionada sobre o escalpo do
voluntario. O campo elétrico gerado por essa passagem promove a indugdo de um
campo magnético, com linhas de fluxo perpendiculares a bobina e intensidade entre
1,5-2,5 Tesla, nas proximidades da bobina. A intensidade maxima do campo é
atingida em cerca de 100 ps, caindo rapidamente apds este intervalo de tempo.
Esse campo magnético promove, dentro do cranio do voluntario, a indugdo de um
novo campo elétrico, também perpendicular ao campo magnético. Como o cranio e o
couro cabeludo apresentam alta resisténcia elétrica, a corrente que flui nestas
estruturas € minima, diminuindo o desconforto que poderia ser causado por
excitacdo de terminagdes nociceptivas. No coértex, os meios condutores s&o
estruturas neurais localizadas em direcdo aproximadamente paralela a da bobina, a

uma profundidade de 1,5-2 cm abaixo da superficie. O campo induzido no tecido
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cerebral é de cerca de 100 mV/mm. Desta forma, sdo geradas correntes elétricas no
coértex cerebral (Conforto et al., 2003; Walsh & Cowey, 2000).

Para o mapeamento, inicialmente é necessario localizar o “hot spot”, ou local
preferencial, que € o ponto no couro cabeludo onde a estimulagdo magnética evoca
resposta de amplitude maxima no musculo-alvo. Em seguida, estimulam-se pontos
adjacentes, se afastando progressivamente do local preferencial até que néo se
encontre mais potenciais evocados motores (PEMs) (Brasil-Neto et al., 1992; Cohen
et al., 1998; Hallett, 2000).

A resolugcao espacial do mapa dependera, entre outros fatores, do formato da
bobina empregada. A bobina “em forma de 8” é a mais amplamente utilizada para
estimulagcao focal do cortex, com resolucdo espacial de cerca de 0,5 cm. Em
voluntarios normais, a area, o volume e o centro de gravidade, ou ponto da média
ponderada, desses mapas de ativacdo, obtidos para musculos envolvidos no
movimento da mao, ndo variam de forma significativa se testados repetidamente ao
longo do tempo (Mortifee et al., 1994). Sendo assim, o mapeamento com a TMS
pode ser empregado para definir o efeito de diferentes intervengbes na
representacdo cortical de musculos individuais em humanos. Para realizar esse
mapeamento de M1 a bobina é colocada no couro cabeludo, na regido
correspondendo grosseiramente ao giro pré-central. A estimulagdo ativa,
predominantemente, interneurdnios, situados a uma pequena distancia da superficie
cortical, que por sua vez, mantém conexdes sinapticas com o feixe cortico-espinhal
(Ziemann et al., 1998).

Dependendo da angulagdo da bobina sobre o couro cabeludo, é possivel que
0s neurdnios de cujos axénios compdem o feixe cortico-espinhal sejam estimulados

diretamente (Mills, 1999). A estimulagao indireta (“trans-sinaptica”) ou direta do feixe
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cértico-espinhal promove excitagao de circuitos motores medulares e, finalmente, de
unidades motoras. Através de eletrodos de superficie colocados sobre musculos
contralaterais ao hemisfério estimulado, registra-se o PEM, que representa a
despolarizacao de fibras musculares pertencentes as unidades motoras estimuladas.

No presente estudo, foi realizado o mapeamento de diferentes musculos no
quadro de um acompanhamento pré e pds-operatoério prolongado em um paciente
submetido ao transplante bilateral de maos empregando a TMS em ambos os
hemisférios cerebrais para verificar se, anos apds a amputagdo, a musculatura
intrinseca da mao proveniente do doador adquire uma representacdo em M1. Foi
realizado, ainda, o acompanhamento longitudinal das alteragdes nas representagdes
motoras da musculatura proximal do membro superior e da musculatura extrinseca

de controle da mao do paciente.

2.1.2 Sobreposicéo das representacdes motoras:

Desde os estudos de John Hughlings Jackson (1884), que sugeriram que o
controle de movimentos de diferentes regides corporais era organizado em territorios
corticais especificos, até os estudos mais sistematicos e detalhados com
estimulagédo cortical ao longo do giro pré-central, sabe-se que M1 contém um mapa
motor somatotopicamente organizado (revisdo em Woolsey et al., 1952).

No entanto, ap6s o desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas de
microestimulagdo (Stoney, Jr. et al.,, 1968), e de estudos detalhados utilizando
modelos animais, principalmente de primatas ndo humanos, tem sido sugerido que
nao existe uma organizagdo somatotdpica tdo rigida. Embora tenha sido
demonstrado que em M1 existem territorios bastante distintos para as grandes
regides do corpo, como para a cabega, os membros e o tronco, hoje se sabe que no

seio dessas sub-regides existe uma representagdo em mosico com multiplas
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representacbes de movimentos individualizados repetidas e interdigitadas
(entrelagadas) com outras representagdes (Schieber, 2001). Isso pode explicar, por
exemplo, porque lesdes restritas em M1 raramente afetam um Unico segmento
corporal (Schieber, 1999), reforcando a hipétese de que as representacbes em M1
nao se ocupam do controle especifico de pequenas porg¢des da periferia corporal.

Além disso, no modelo primata, mostrou-se haver uma alta divergéncia das
projecdes cortico-espinais, com neurdnios corticais projetando-se simultaneamente
para motoneurbnios proximais e distais (Shinoda et al., 1979). Registros
eletrofisiolégicos revelam que esses neurdnios raramente controlam uma Unica
articulagdo (Schieber & Hibbard, 1993) Musculos intrinsecos e extrinsecos
envolvidos no movimento da mao devem agir em paralelo possibilitando interagir
com diferentes objetos e realizar atividades de vida diaria (Santello & Fuglevand,
2004; Weiss & Flanders, 2004; Schieber, 1995). Mesmo os componentes de
alcance, relacionados ao movimento de partes proximais do brago e do tronco, e de
preensao, diretamente relacionados aos musculos da mé&o, nao sao independentes
(Soechting & Flanders, 1993). Em conclusdo, nos sujeitos normais os movimentos
estdo organizados de modo a comporem as chamadas “sinergias motoras” (Santello
et al., 1998; Weiss & Flanders, 2004), que constituem os médulos elementares para
a execucao de um movimento coordenado.

Estudos utilizando a IRMf e a TMS tém revelado uma sobreposicido
importante nas representagdes de movimentos distais e proximais em M1 (Grafton et
al., 1993; Wassermann et al., 1992). Técnicas de neuroimagem indicam que embora
0s picos de ativagado encontrados para movimentos diferentes sejam organizados
somatotopicamente existe uma grande sobreposicdo nas ativagbes individuais

(Kleinschmidt et al., 1997; Lotze et al., 1999).
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As representagcdes em M1 sdo dindmicas. O aumento do uso de determinado
musculo aumenta sua area de representagao cortical em humanos (Pascual-Leone
& Torres, 1993). Uma evidéncia de que a reorganizagdo dos mapas motores esta
relacionada ao aprendizado de habilidades motoras € que a remog¢ao das entradas
colinérgicas que chegam ao coértex motor antes do treinamento motor impede tanto
as modificacbes dos mapas motores associadas ao aprendizado como o préprio
aprendizado de habilidades (Conner et al., 2003).

Uma habilidade motora se forma através da selegéo e repeticdo de sinergias
motoras bem sucedidas, a partir de um grande numero de sinergias potenciais. Esse
mosaico existente em M1 facilita a formagédo de novas sinergias musculares com o
treinamento, através de modificacbes no padrdo de interconectividade neuronal.
Mais especificamente, esse processo deve ocorrer através de modificagcdes de
conectividade entre grupos especificos de neurénios e modificagdes nas eficiéncias
sinapticas (Hess & Donoghue, 1994).

McNamara e colaboradores (2007) empregaram a técnica IRMf para investigar
as modificacbes em M1 relacionadas ao aprendizado de uma nova sinergia. Os
voluntarios foram examinados antes e apds o treinamento de uma nova sinergia
motora, a co-contragdo entre o abdutor do polegar e deltéide, e os autores
mostraram modificagdes na conectividade entre as representagdes dos dois grupos
musculares em M1 (McNamara et al., 2007). O mesmo estudo revelou, ainda, um
deslocamento da representagdo do musculo da mao (abdutor do polegar) com o
treinamento. De grande relevancia foi o achado que especialmente no grupo que
teve uma melhora gradativa no desempenho motor, caracterizando um aprendizado
dependente do treinamento executado, esse deslocamento ocorreu na direcao da

representacdo do outro musculo envolvido na tarefa, o deltéide.
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Baseados nas caracteristicas das representacbes motoras em M1 e nos seus
resultados, os autores propuseram que um aumento da sobreposi¢cdo entre os
mapas motores ocorre como consequéncia do aumento do uso de diferentes

musculos de forma sinérgica em humanos.

2.1.3 Objetivo:

No presente estudo, foi empregada, pela primeira vez, a TMS no exame de um
paciente submetido ao transplante de maos, com o registro simultdneo de varios
musculos. Essa técnica foi escolhida por permitir investigar os mapas dos musculos
individualmente em M1. O objetivo do presente estudo é verificar se a musculatura
intrinseca, proveniente do doador, passa a ser representada no cortex do paciente
amputado, receptor do transplante bilateral de maos e qual o curso temporal desse
fendbmeno. Investigamos ainda a relagdo e o grau de sobreposicdo entre as
representacdes da musculatura intrinseca com a extrinseca e a proximal do paciente
e entre a extrinseca e a proximal ao longo do tempo com o retorno do paciente as

suas atividades de vida diaria de forma independente.

2.2 METODOS:

O paciente BY, destro, de 23 anos, foi vitima de amputacio bilateral das méaos
em um acidente com maquina agricola aos 19 anos. O nivel da amputagao foi o tergo
médio do antebrago direito, atingindo o tergo distal do antebrago esquerdo (figura 2).
O paciente usou uma protese mioelétrica por 03 anos a direita e por 01 ano a
esquerda. Em maio de 2003, submeteu-se a cirurgia de transplante em Lyon na
Franca. Durante o procedimento ocorreu uma trombose da artéria ulnar direita e,

aproximadamente 02 meses apoOs a cirurgia, o paciente apresentou osteomielite na
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ulna esquerda que regrediu completamente apés 06 meses de tratamento com

antibiéticos (Petruzzo et al., 2006).

Figura 2. A) Foto do paciente BY antes de receber o transplante com os antebracos
pronados para evidenciar o nivel de amputagdo. B) Foto do paciente apds o
transplante.

Foram realizados os mapeamentos das representacdes dos musculos do brago e
do antebraco antes e apds do transplante bilateral de maos, além do mapeamento
pos-operatorio das representagdes dos musculos da mdo em M1, com auxilio da
TMS. Os testes foram realizados 11 meses antes e 2, 10, 17 e 26 meses depois do
transplante no Instituto de Ciéncias Cognitivas, CNRS, Lyon, Franga. Um grupo

controle composto por 05 voluntarios saudaveis pareados em idade foi também

testado.

2.2.1 Aquisicao e analise dos sinais:

Os voluntarios se sentaram confortavelmente em uma cadeira de palha e
madeira com 0s membros superiores apoiados e relaxados. Todos os voluntarios
usaram uma touca contendo uma marcagéo em grade que definia um conjunto de
pontos intervalados de 1 em 1 cm, cobrindo uma area de 10 x 10 cm em torno do

vértex (definido como a interse¢do de uma linha ligando o meato acustico externo
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de uma orelha a outra com uma segunda linha , antero-posterior, ligando a regiao
entre as sobrancelhas ao occipital). De forma a permitir uma melhor localizagéo
espacial, com o objetivo de identificar a regido especifica do cortex de cada
voluntario sobre a qual estava localizado cada um dos sitios de aplicagao dos
pulsos da TMS, a partir do exame de 10 meses apds a cirurgia foi empregado um
sistema de co-registro desenvolvido por Noirhomme e colaboradores (2004). Esse
sistema permite, com auxilio de um dispositivo magnético, (Polhemus Isotrack Il ®),
mapearmos o escalpo do sujeito de modo a possibilitar a localizagdo dos sitios
estimulados em tempo real sobre a imagem de ressonadncia magnética nuclear
anatémica do préprio sujeito, obtida previamente.

Nesse sistema, o registro entre pontos do espacgo fisico do escalpo
digitalizado e a ressonancia magnética do individuo é realizado através de uma
variagdo do algoritmo de reconhecimento de Pelizzari, que tem como finalidade
encontrar a transformacgao rigida que minimize a distancia média entre os pontos
adquiridos e a superficie. Para a transformagao, foram digitalizados 200 pontos com
o auxilio do sistema Polhemus Isotrack Il ®, um digitalizador de campo magnético
que permite medir as coordenadas em 3D e as orientagdes em um espaco fisico.
Um emissor foi posicionado perto do cranio do voluntario e dois receptores foram
empregados. O primeiro, fixado na testa do voluntario, servia como referéncia da
posicao da cabeca no espaco e permitia sua movimentacao, dispensando o uso de
apoiadores durante o exame. O segundo receptor era uma caneta com a qual o
experimentador determinava os pontos de interesse. Para o registro, os pontos
marcados com o auxilio do receptor em forma de caneta formavam 4 linhas se

cruzando a um angulo de 45° no topo do escalpo e uma linha horizontal localizada
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logo acima da linha das sobrancelhas, com alguns pontos localizados sobre a parte
0ssea do nariz, conforme demonstrado na figura 3A.

Apds o registro, durante o exame de TMS, a posigéo e orientagdo da bobina
de estimulagdo foram definidas para cada ponto de estimulagéo (figura 3 B). Com
esse objetivo, foi realizada a digitalizagédo de 3 pontos no espago: um no centro e
outros dois nas laterais da bobina, definindo, assim, seu plano, sendo que o eixo do
pulso TMS é perpendicular ao plano definido (figura 4).

O estimulo foi aplicado no escalpo dos sujeitos por intermédio de um
estimulador magnético, marca Magstim 200®, equipado por uma bobina na forma
de oito de 70mm. A aplicacao dos estimulos foi realizada com a bobina posicionada
tangencialmente ao escalpo do voluntario com o cabo apontado lateralmente. PEMs
foram adquiridos por intermédio de eletrédios de superficie Ag-AgCl posicionados
sobre o ventre dos musculos de interesse. O sinal eletromiografico (EMG) foi
amplificado e filtrado com um filtro passa banda 20 -1000 Hz (Neurolog Instruments;
Digitimer Ltd). O sinal foi, entdo, digitalizado a uma freqiéncia de 2000 Hz (CED
1401 interface; CED Ltd) e armazenado em um computador para posterior analise.

Inicialmente, o ponto craniano de maior resposta do musculo de interesse e
o limiar de estimulacdo foram estabelecidos. O limiar foi determinado como a
intensidade de estimulagao que, aplicada ao ponto de maior ativagao, o “hotspot”,
foi capaz de gerar PEMs maiores que 50 pV em 50% das estimulagbes. O
mapeamento da representacdo de cada musculo foi realizado estimulando-se
aleatoriamente os pontos ao redor do ponto de maior resposta até que nao fossem
encontrados mais PEMs. Durante o mapeamento, cada ponto foi estimulado seis
vezes a 110 % do limiar motor, como estabelecido por Rossini e colaboradores

(Rossini et al., 1994). A analise dos sinais eletromiograficos foi realizada off-line e o
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valor pico a pico do potencial evocado por cada estimulagédo foi calculado com o
auxilio de wum programa desenvolvido em Matlab (Mathworks, USA).
Posteriormente, foi estabelecida a amplitude média dos PEMs de cada ponto no
escalpo estimulado, através do calculo da média aritmética das amplitudes medidas
nas seis estimulacdes realizadas.

Para melhor visualizagdo dos resultados, a amplitude média dos PEM em
cada um dos pontos de estimulagéo foi projetada sobre a imagem tridimensional do
cérebro do voluntario (figura 3 C). Foi realizada ainda uma interpolagéo dos valores
de PEM entre os pontos de estimulagado para gerar o mapa de representagcdo de
cada musculo no cortex. Para cada novo ponto foram levados em consideragao os
04 pontos de estimulacdo mais proximos ponderados pelo inverso da distancia até o
ponto em questédo (figura 3 D), conforme método desenvolvido por Noirhomme e
colaboradores (Noirhomme et al., 2004; Petruzzo et al., 2006; Rossini et al., 1994).
Ja os resultados do exame pré-transplante e do primeiro teste apds a cirurgia,
realizados antes da implantagdo do sistema de co-registro, foram representados na
forma de mapas de representagao cortical construidos em duas dimensdes no
programa Matlab®. Os resultados obtidos no mapeamento da musculatura
intrinseca de controle da m&o e da musculatura extrinseca e proximal do membro
superior serao apresentados separadamente.

Durante o acompanhamento longitudinal do paciente, procurou-se manter a
mesma intensidade de estimulagdo para o mapeamento dos musculos de interesse
de forma a obter mapas comparaveis ao longo do tempo. No entanto, em alguns
casos o limiar do musculo sofreu uma alteragao de grande magnitude, deixando
este de ser recrutado com intensidades de estimulagdo definidas nos primeiros

exames. Nesse caso, um novo limiar foi definido.
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Figura 3. Construcdo dos mapas de representagcdo de um musculo em M1. A)
Superficie do escalpo com os pontos digitalizados usados para o registro; B)
Localizagbes e orientagbes das estimulagdes realizadas com a bobina; C) projegao
das estimulagbes na superficie do cérebro do individuo; D) Mapa de ativagéo
interpolado. Retirado de Noirhomme e colaboradores (2004).

Foram analisados os seguintes musculos: abdutor do dedo minimo (ADM),
oponente do polegar (OP), primeiro interésseo dorsal (PID), biceps braquial (BB) e
flexor superficial dos dedos (FDS) (figura 5). Os sinais EMG de até 4 musculos
diferentes foram registrados simultaneamente. Sendo assim, durante o
mapeamento do biceps braquial foram sempre concomitantemente coletadas a

atividade eletromiografica do FDS e OP (exemplo na figura 6) e ao longo do

mapeamento do FDS, do PID e do ADM.
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Durante todo o experimento, os sinais de EMG eram inspecionados
visualmente para garantir que nao existia atividade elétrica oriunda de uma
contracdo muscular voluntaria antes de cada pulso aplicado. No caso de suspeita do
experimentador da existéncia de contracado voluntaria, a tentativa era descartada e

uma nova estimulacido do ponto do escalpo era realizada.

Figura 4. Bobina de estimulagdo destacando em azul os trés pontos (1,2 e 3)
digitalizados com o auxilio do sistema magnético de localizagdo espacial para
permitir identificar o plano de colocagao da bobina. O numero 1 corresponde ao
foco da estimulagao transcraniana.

Figura 5. Desenho identificando a posi¢cao anatémica dos musculos mapeados: A)
Biceps braquial (BB); B) Flexor superficial dos dedos (FDS) e C) Abdutor do dedo
minimo (ADM), primeiro interésseo dorsal (PDI) e oponente do polegar (OP).
Retirado de http://www.voxel-man.de/3d-navigator/upper_limb/images
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Figura 6. Vista dorsal da Reconstrugao tridimensional do cérebro de um individuo
com a projegao de uma estimulacdo em sua superficie (seta vermelha) e sinal
eletromiografico registrado simultaneamente em trés musculos do membro superior:
biceps braquial (BB), flexor superficial dos dedos (FDS) e oponente do polegar (OP)
durante a estimulagdo do ponto no escalpo do individuo. A linha vertical presente
em todos os registros € o artefato de estimulagcédo e as setas amarelas indicam o
PEM registrado apds a estimulagdo em dois dos trés musculos.

O registro simultdneo dos PEMs coletados em varios musculos permite
verificar a relagdo e o grau de sobreposi¢cdo entre suas representagées. Uma
analise de co-ativacdo pode, entdo, ser definida como o percentual de pontos de
estimulacao envolvidos na representacdo de um determinado musculo que também
esteve associado a um PEM em um segundo musculo.

Assim, por exemplo, se durante o mapeamento de um dado musculo X todos
os pontos do escalpo que, quando estimulados, geraram um PEM no referido
musculo também evocavam resposta no musculo Y, o indice de sobreposicao entre

X eY, em relacédo a representagcao de X, seria de 100%. Por outro lado, se apenas

1/3 dos pontos que evocaram resposta no musculo X evocassem também uma
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resposta no musculo Z, entdo o indice de sobreposigao entre X e Z, em relagao a
representacdo de X, seria de 33% (figura 7). Essa andlise permitiu observar as
relacbes entre as representagcdes da musculatura proximal do membro superior,
preservada apés a amputacdo, com as da musculatura relacionada ao controle
extrinseco dos movimentos da mao, parcialmente preservada apds o trauma, e com
as da musculatura de controle intrinseco dos movimentos da méo, perdida no caso
do paciente BY e proveniente do doador apds o transplante. As relagdes
encontradas para o paciente foram comparadas as dos voluntarios normais.

Todos os voluntarios envolvidos no estudo assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido e o protocolo foi aprovado pelo comité de ética local (Centre Léon

Berard, Lyon, Francga).

Figura 7. Vista dorsal da reconstrugcado tridimensional do cérebro de um
individuo com um esquema para exemplificar a analise de sobreposi¢cdo. Em azul
representacdo do musculo X, em rosa representagdo do musculo Z e em roxo a
sobreposig¢ao entre as duas.
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2.3 RESULTADOS:

2.3.1 Musculatura intrinseca da mao: reaparecimento dos mapas
em M1

No primeiro exame poés-operatorio, ndo foram identificados PEMs em nenhum
dos musculos das maos mesmo a 99% da capacidade do estimulador. Porém, nos
exames subsequentes pode-se constatar que a musculatura intrinseca, pertencente
a mao do doador, adquiriu representacdo no cortex do paciente transplantado,
sendo que esse processo ocorreu com um curso temporal distinto nos dois
membros (Vargas et al.,submetido). No membro esquerdo, a representagao dos trés
musculos analisados, OP, ADM e PID, ja pdde ser identificada no segundo exame
apos o transplante, 10 meses apds a cirurgia, sendo que entre +17 e +26 meses o
numero de pontos, para os quais a estimulagdo gerou um PEM, aumentou nos trés
musculos analisados, sugerindo que essas representacbes se estabeleceram em
M1 entre 2 e 10 meses. O membro superior direito, contudo, apresentou um curso
temporal mais lento. Dez meses apds a cirurgia, somente o ADM tinha uma
pequena representacdo, enquanto as representacées do OP e PID sé puderam ser

observadas 26 meses apos o transplante (figura 8; tabela 1).

Esses resultados revelam que musculos transplantados adquirem uma
representacédo no cértex motor do receptor e que, no caso estudado, esse processo
teve um curso temporal distinto para as duas maos. A assimetria na reaparicao dos
mapas motores foi acompanhada por diferencas também na recuperagao sensorial
e das habilidades motoras. A avaliagao clinica do paciente, um ano apds o
transplante, mostrou que a discriminacdo de dois pontos, propriocepcdo e
manipulagdo de objetos eram melhores para a mé&o esquerda em relagdo a direita

(Parmentier 2007). Isso ocorreu apesar do paciente em questdo ser destro e ter
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utilizado apdés a amputacédo, com maior frequéncia e por um periodo maior (3 anos),

a protese no membro superior direito.
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Figura 8. A- Progresséao longitudinal das representacées dos musculos abdutor do
dedo minimo (ADM), primeiro interésseo dorsal (PID) e oponente do polegar
(OP) do membro superior esquerdo 10, 17 e 26 meses apds o transplante (+10, +17
e +26 respectivamente), projetada sobre uma imagem tridimensional do hemisfério
direito do cérebro do paciente BY; B- Progresséao longitudinal dos mesmos musculos
indicados em A, mas do membro superior direito, projetados sobre o hemisfério
esquerdo. Os pontos pretos representam auséncia de potencial evocado no sitio de
estimulacdo. A intensidade de estimulacdo adotada durante o exame esta
representada em percentual da capacidade da maquina de TMS a esquerda da
imagem. A barra de cores a direita da imagem mostra a intensidade da resposta
(PEM) registrada no musculo de interesse e varia entre 0 (azul escuro) até a
resposta maxima obtida durante o mapeamento (vermelho), valores em mV (retirado
de Vargas e colaboradores, submetido).

OoP M&o esquerda Mé&o direita

Tempo (meses) s2 #1017 [+26 |+2  |+10  [+17  |+26
% da capacidade da maquina 95 88 88 88 99 99 93 99
Numero de pontos

estimulados que geraram

MEPs n.r. 25 27 25 n.r. n.r. n.r. 2
PID M&o esquerda Mé&o direita

Tempo (meses) +2 +10 +17_|+26 | +2 +10  |+17  |+26
% da capacidade da maquina 5 g0 82 82 99 93 93 93
Numero de pontos

estimulados que geraram nr nr nr

MEPs o 12 8 26 o B n.r. 7
ADM M&o esquerda Ma&o direita

Tempo (meses) v2  |+10  |+17 |+26 [+2  |+10  |+17  |+26
% da capacidade da maquina 95 8o+ 82 82 99 93 93 93
Numero de pontos

estimulados que geraram n.r.

MEPs 12 9 28 n.r. 9 6 31

Tabela 1. Numero de pontos no escalpo que ao serem estimulados geraram
um Potencial evocado motor (PEM) nos musculos oponente do polegar (OP),
primeiro interésseo dorsal (PID) e abdutor do dedo minimo (ADM) ao longo do tempo
com a intensidade de estimulagdo dada em percentual da capacidade da maquina.
As tentativas de mapeamento que nao foram capazes de evocar nenhuma resposta
motora estao identificadas pela sigla n.r.

De fato, ap6s o transplante, o paciente gradualmente passou a utilizar
preferencialmente a mao esquerda na realizacdo das atividades de vida diaria,

principalmente as que exigiam habilidades motoras complexas como a manipulagao
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de pequenos objetos, empregando o membro direito como auxiliar em tarefas

bimanuais (Petruzzo et al., 2006).

2.3.2 Musculatura extrinseca da méao e proximal do membro
superior

Uma questdao importante é se o aparecimento das representacdes dos
musculos intrinsecos € acompanhado de uma reorganizagcéo das representacdes
vizinhas correspondentes aos musculos do membro superior.

O mapeamento do musculo BB, completamente preservado bilateralmente
apos a amputacéo, realizado 11 meses antes da cirurgia de transplante, revelou que
o limiar motor do musculo pertencente ao dimidio esquerdo era menor em relagéo ao
direito (88 vs. 99 % da capacidade maxima da maquina de produzir campo
magnético). Além do menor limiar, a representacéo cortical desse musculo era maior
para o lado esquerdo (figura 9). No exame realizado dois meses apos a cirurgia,
nenhum PEM foi identificado usando a mesma intensidade de estimulacéo
estabelecida antes da cirurgia (88%). Somente com 95% da capacidade de
estimulagdo da maquina foi possivel realizar o mapeamento desse musculo e, ainda
assim, o numero de pontos do mapa foi menor do que o encontrado antes do
transplante (tabela 2, figura 9). Nos exames posteriores, 0 mapeamento voltou a ser
possivel com a intensidade de estimulagdo empregada antes da cirurgia, porém o
numero de pontos que geraram um PEM foi progressivamente menor, culminando
com poucos MEPs no exame de 26 meses (tabela 2, figura 10). Esses resultados
indicam que a representacdo do BB pertencente ao membro esquerdo diminuiu
progressivamente apds a cirurgia.

Em relagdo ao FDS, o musculo extrinseco da méao escolhido para o

mapeamento, foi verificada uma diminuicdo do numero de pontos que evocaram
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MEPs entre os exames de 2 e 10 meses no dimidio esquerdo, e no exame de 17
meses, verificou-se apenas 3 pontos com resposta. Porém, no ultimo exame o FDS
voltou a apresentar um mapa similar com o encontrado no exame de 10 meses
(tabela 2, figura 10).

Em contraste, o membro superior direito nao apresentou diferenca no niumero
de pontos que evocaram MEP, quando se comparou o exame realizado antes e dois
meses apoés o transplante (tabela 2, figura 9). No exame de 10 meses esse numero
permaneceu proximo ao encontrado no pré-transplante. No exame de 17 meses nao
foram observados PEM a 80% da capacidade da maquina. Porém, no ultimo exame,
esse voltou a possuir um mapa similar ao encontrado no exame de 10 meses.

(tabela 2 figura 10).

BB esquerdo (88%) BB direito (99%)
10 10 100 &
o
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Figura 9. Mapa bidimensional ilustrando a distribuicdo espacial do percentual em
relacdo aos valores maximos de amplitude dos PEMs do biceps brachialis (BB)
esquerdo e direito 11 meses antes do transplante (A e B) e 2 meses ap0s a cirurgia
(C e D). Nos eixos x e y estdo as coordenadas da grade da touca posicionada sobre
a regiao de M1 do voluntario. A barra de cores a direita mostra a intensidade da
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resposta registrada no musculo de interesse e varia entre 0 (azul escuro) até a
resposta maxima obtida durante o mapeamento (vermelho). A intensidade de
estimulacao para cada teste esta indicada sobre cada mapa obtido em percentual da
capacidade maxima do estimulador magnético usado nos exames.

BB Membro superior esquerdo Membro superior direito

Tempo (meses) A1 | 42 | 10 | +17 | +26 | 11 | +2 | +10 | +17 | +26

% da capacidade da
maquina 88 95 88 88 88 99 99 99 99 99
Numero de pontos
estimulados que
geraram MEPs

33 9 22 20 4 17 17 14 21 18

FDS Membro superior esquerdo Membro superior direito

Tempo (meses) 11 2 | +10 | +17 | +26 | -11 +2 +10 | +17 | +26

% da capacidade da nt
maquina - 82 82 82 82 n.t. 80 80 80 80
Numero de pontos
estimulados que
geraram MEPs

n.t. 36 20 3 22 n.t. 24 13 0 12

Tabela 2. Numero de pontos no escalpo que ao serem estimulados geraram um
Potencial evocado motor (PEM) nos musculos biceps braquial (BB) e flexor
superficial dos dedos (FDS) ao longo do tempo com a intensidade de estimulagéo
dada em percentual da capacidade da maquina.

Membro superior esquerdo

A)

MmO0.20
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B) Membro superior direito

+10 +17 +26

p- i A5 mmo.11
FDS A3, F4!
80% é-; % f{f
"" \": t .U
& &5 o3
BB (@i ﬁ
0 £ 3 g ==
997 1k =
A - o

Figura 10. A- Progressédo longitudinal da representacdo dos musculos flexor
superficial dos dedos (FDS) e biceps braquial (BB) do dimidio esquerdo 10, 17 e 26
meses apos o transplante, projetada sobre uma imagem tridimensional do hemisfério
direito do cérebro do paciente BY; B- Progressao longitudinal dos mesmos musculos
indicados em A, mas do dimidio direito, projetados sobre o hemisfério esquerdo. Os
pontos pretos representam auséncia de potencial evocado no sitio de estimulagdo. A
intensidade de estimulagdo adotada durante o exame estad representada em
percentual da capacidade da maquina de TMS a esquerda da imagem. A barra de
cores a direita da imagem mostra a intensidade da resposta registrada no musculo
de interesse e varia entre 0 (azul escuro) até a resposta maxima obtida durante o
mapeamento (vermelho), com valores em milivolts (mV) (retirado de Vargas e
colaboradores, submetido).

2.3.3 Sobreposicéao das representacdes motoras:
2.3.3.1 Relacéo entre representacédo da musculatura proximal e as
musculaturas extrinseca e intrinseca da méo:

Durante o mapeamento do BB, os voluntarios saudaveis apresentaram também
um PEM nos musculos responsaveis por movimentos da mé&o, caracterizando-se
uma sobreposi¢cdo entre os dois. Isso ocorreu tanto para o musculo extrinseco

testado (FDS) como para um dos musculos intrinsecos testados, o OP. No paciente
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BY, dois meses apos o transplante, esse indice de sobreposicéo ja era semelhante
ao encontrado nos voluntarios saudaveis (média= 86,61 e DP=18,26) para o
membro esquerdo, mas o mesmo nao ocorreu para o membro direito, que nos
primeiros exames teve valores de 50%, 31% e 67%, e s atingiu a relagao préxima a
dos normais 26 meses apos o transplante. O indice de sobreposicdo do BB com
musculatura intrinseca, OP, que tem média de 98% nos normais, foi crescente a
partir do segundo exame, com valores de 82%, 90% e, finalmente, 100%, a 26
meses apods a cirurgia para o membro esquerdo. No entanto, para o membro direito

s6 foi observada uma pequena sobreposigao de 9% no ultimo exame (figura 11).
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[0 17 meses
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@ 2 meses
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sobreposicgéo (%)
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Figura 11. Acompanhamento longitudinal do indice de sobreposigao, representando
o percentual de sobreposi¢cao entre os musculos biceps braquial (BB) e oponente do
polegar (OP) e entre BB e flexor superficial dos dedos (FDS) em relagdo ao
mapeamento do BB para membro superior esquerdo e direito ao longo do tempo (em
vermelho estdo as médias observadas no grupo controle).

2.3.3.2 Relacao entre musculatura extrinseca de controle da méo (FDS) e
musculatura proximal (BB) e intrinseca (OP):

A sobreposigao entre FDS e BB para o membro esquerdo (50% no primeiro
exame, 02 meses apoOs a cirurgia), foi comparavel a encontrada nos voluntarios
saudaveis (média=46,65%, DP= 17,24). Essa relagdo aumentou ainda mais 10
meses apods a cirurgia, chegando a 75%. No entanto, ao longo do tempo, os valores
cairam, atingindo 17% no ultimo exame, enquanto a co-ativagao entre FDS e OP foi
compativel com a do grupo controle (média=93,79%, DP=9,35) a partir de 10 meses
apos o transplante, quando atingiu 92%. Por outro lado, no membro direito a relagéo
entre BB e FDS, que inicialmente estava proxima dos voluntarios saudaveis (40%,
10 meses apos a cirurgia) se afasta dos normais e tem valores crescentes a partir do
exame realizado 17 meses apds a cirurgia. Para esse mesmo membro, a
sobreposicao entre FDS e OP s6 surge no ultimo exame, com 7,7%, mas ainda

muito menor do que a encontrada nos voluntarios saudaveis (Figura 12).

Membro Superior Esquerdo
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Membro Superior Direito
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Figura 12. Acompanhamento longitudinal do percentual de sobreposicdo entre os
musculos oponente do polegar (OP) e flexor superficial dos dedos (FDS) e entre
biceps braquial (BB) e FDS em relagdo ao mapa do FDS para membro superior
esquerdo e direito ao longo do tempo (em vermelho estdo as médias observadas no
grupo controle).

2.4 DISCUSSAO

A avaliagao longitudinal do paciente amputado bilateral crénico que recebeu o
transplante de maos revelou que os musculos intrinsecos, provenientes do doador,
adquirem uma representacdo no cortex motor primario do paciente. Esse fenébmeno
foi acompanhado por uma diminuicdo no tamanho da representacdo do BB
esquerdo. O quadro do membro superior direito foi diferente, com um aparecimento
mais tardio da musculatura intrinseca, concomitante com a presenca de uma
representacao expandida do BB.

O comportamento do FDS foi semelhante nos dois dimidios, com uma
diminui¢cdo do numero de pontos para os quais houve um PEM entre o exame de 2 e
10 meses, uma drastica reducao da representacdo no exame de 17 meses e
voltando aproximadamente a condigdo de 10 meses no ultimo exame.

Estudos anteriores, que realizaram o0 mapeamento longitudinal das

representacdées motoras com TMS em voluntarios saudaveis (Malcolm et al., 2006;
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Uy et al.,, 2002), em pacientes que sofreram um acidente vascular encefalico
(Malcolm et al., 2006) amputados do membro superior (Mercier C, em preparagéo),
encontraram uma estabilidade da area, volume e dos centros de gravidade dos
mapas em M1, sugerindo que as alteragdes verificadas no presente estudo em
relacdo aos mapas dos musculos do membro superior em M1 ao longo do tempo
estdo relacionadas a introdugdo das maos transplantadas.

O substrato neural para a plasticidade cortical em M1 apds a amputacido de
um membro tem sido amplamente investigado nas ultimas duas décadas. Estudos
empregando modelos animais tém demonstrado o papel das conexdes horizontais
intrinsecas nesse processo. Essas conexdes cortico-corticais seriam formadas por
colaterais dos neurbnios piramidais que, em condigdes normais, seriam suprimidas
por interneurénios inibitérios (Jones, 1993; Kew et al., 1997). Assim, a plasticidade
dos mapas corticais poderia ser implementada através da retirada da inibigao
efetuada por esses interneurénios locais (Calford & Tweedale, 1991; Jones, 1993;
Toldi et al., 1996). De fato, a plasticidade do cortex motor em ratos adultos pode ser
evocada pela injegdo intracortical de um antagonista do receptor de GABA, a
bicuculina, que bloqueia os interneurdnios inibitorios e permite a ligagédo funcional de
pontos corticais separados em M1, desmascarando conexdes horizontais pré-
existentes. (Jacobs & Donoghue, 1991).

Chen (1998), com auxilio do paradigma de pulsos pareados de TMS, capaz
de revelar inibicdo e facilitagdo intracorticais (Kujirai et al., 1993; Ziemann et al.,
1996a) investigou os mecanismos dessas modificagbes plasticas em M1 nos
humanos. Essa técnica mede a influéncia da aplicagdo de um pulso condicionante
sobre a amplitude do PEM. Esse primeiro pulso ativa circuitos corticais com uma

intensidade de estimulagdo menor do que o limiar motor antes do pulso de
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estimulagédo propriamente dito. Os autores identificaram uma redugédo da inibigdo
intracortical na regido de representagdo do quadriceps em amputados unilaterais de
membro inferior, quando comparados a voluntarios saudaveis. A inibicdo intracortical
testada por meio da TMS (Kujirai et al., 1993) esta relacionada a mecanismos
gabaérgicos (Ziemann et al., 1996b; Ziemann et al., 1996a). Por esse motivo, os
autores atribuiram os resultados obtidos a uma redugdo da inibicdo mediada pelo
GABA, o mais importante neurotransmissor inibitério do sistema nervoso (Jones,
1993). Resultados semelhantes foram descritos para a musculatura proximal de
amputados de membro superior (Schwenkreis et al., 2000). Ambos os estudos
sugerem que essa retirada de inibigado seja o substrato para a expans&o do tamanho
dos mapas dos musculos remanescentes apos a amputagdo, por favorecer o
desmascaramento de conexdes que normalmente encontram-se abaixo do limiar. De
forma coerente com os resultados obtidos em humanos, uma rapida desinibigdo em
regides deeferentadas do cortex motor foi observada em ratos testados com

microestimulacgéo elétrica pareada em M1 (Farkas et al., 2000).

2.4.1 Mapeamento da musculatura intrinseca

Mostramos que os musculos intrinsecos transplantados passam a apresentar
uma representacao cortical do paciente. Apesar das modificacbes nas inibicdes
intra-corticais, em primatas, os motoneurénios relacionados a musculos amputados
sobrevivem e permanecem funcionais, passando a inervar musculos remanescentes
do coto. (Wu & Kaas, 2000). Sendo assim, o circuito sensério-motor estaria
preservado e, a0 menos em teoria, poder-se-ia reverter as modificacdes plasticas e
reativar as representagcdes dos musculos da mao assim que as conexoes periféricas

fossem restabelecidas.
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Porém, o quadro nao é tao simples. Em camundongos, a reconexao do nervo
facial (responsavel pelos movimentos das vibrissas) apos lesdo completa desse
nervo esta associada a modificagcbes nas representacdes em M1 mesmo 6 meses
apos a cirurgia. A area que quando estimulada por uma corrente de baixa
intensidade evoca movimento das vibrissas € menor no hemisfério contralateral a
lesdao do que no ipsilateral. Além disso, ocorre uma expansdo da representagao da
pata anterior e da musculatura de controle dos olhos (adjacentes somatotopicamente
a da vibrissa, alterada pela lesdo nervosa) (Franchi, 2000).

Ja no caso do transplante de méos, o desafio imposto é ainda maior, pois a
implementagdo dos mapas dos musculos intrinsecos do doador no cortex motor do
paciente nao corresponde a simples um retorno a uma condi¢éo pré-existente, como
ocorre na sutura dos segmentos de um nervo periférico pertencentes a um animal.
No transplante de maos, o cértex tem o desafio de controlar uma m&o com
caracteristicas fisicas diferentes das apresentadas pela mao do paciente amputado,
tornando ainda mais complexas as operagdes necessarias para mapear e tornar
funcional essa parte corporal. Provavelmente participam desse processo as
informagbes sensoriais que se estabelecem (Farne et al., 2002) e a visdo do

movimento das méaos, conforme sera discutido na ultima sesséo da presente tese.

2.4.2 Mapeamento da musculatura extrinseca

Em pacientes com amputagdo cronica, ocorre um aumento do mapa de
representacdo, e diminuicdo dos limiares para evocar PEM nos musculos do coto ao
se estimular M1 contralateral a amputacédo (Cohen et al., 1991; Roricht et al., 1999).
Esses fendbmenos estdo associados a um maior recrutamento direto e indireto dos

neurbnios piramidais presentes nessa regido o que, consequentemente, gera
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maiores potenciais pos sinapticos excitatérios nos motoneurénios alfa localizados no
corno anterior da medula espinhal (Cohen et al, 1991). Portanto, seria esperado que
com a mudanga da excitabilidade cortical provocada pelo ressurgimento das
representacbes da mao apds a cirurgia houvesse uma diminuicdo do mapa do
musculo BB. No entanto, esse efeito sé foi observado para o BB esquerdo,
ocorrendo o oposto disso (isto €, uma expansido da representagdo) para o lado
direito.

A razdo para a assimetria nas modificagdes dos mapas encontrada no
paciente examinado ndo é clara. Uma primeira possibilidade para explicar esse
fendmeno seria a existéncia de uma assimetria nas reconexdes periféricas. De fato,
durante a cirurgia ocorreu uma trombose da artéria ulnar direita (Petruzzo et al.,
2006).

No entanto, um segundo paciente amputado bilateral que foi submetido ao
transplante de maos no mesmo hospital, e que ndo apresentou as mesmas
complicagcdes do paciente examinado no presente estudo, também apresentou uma
assimetria entre o dimidio esquerdo e direito. Nesse segundo paciente a assimetria
também era caracterizada por trés fatores: 1) maior limiar de estimulagéo, 2) uma
representacdo incompleta da musculatura intrinseca da mé&o (que incluia auséncia
de PEM no OP) e 3) maiores representagbes do biceps do membro direito em
relacdo ao esquerdo (Vargas et al, submetido).

Ambos os pacientes eram destros, portanto, embora novos casos sejam
necessarios para tirar conclusbes mais definitivas, é possivel que a dominancia
manual tenha influéncia sobre os mecanismos plasticos. De fato, alguns estudos
indicam diferengas interhemisféricas nas representagcdes da mao dominante e nao

dominante. A representagdo dos musculos da méo e interconectividade sinaptica,
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por exemplo, sdo maiores no cértex motor do hemisfério dominante, esquerdo, em
relacdo ao ndo-dominante, direito, em voluntarios destros (Hammond, 2002). Além
disso, a inibicdo tonica na auséncia de lesdo € menor no hemisfério dominante do
que no nao dominante (llic et al., 2004).

Outro fator que pode influenciar as modificacdes nas representacbées em M1 é
o0 uso de prétese mioelétrica, que foi mais frequente e realizado por um periodo
maior no membro superior direito. A protese mioelétrica usada pelo paciente
examinado nesse estudo realizava o movimento de preensdo, com uma pinga distal
de acordo com a atividade de musculos proximais. Sendo assim, o uso continuo
desse dispositivo para realizar as atividades diarias estabelece um aprendizado
motor baseado nos comandos eferentes capazes de controlar a protese, e no
feedback visual do membro em movimento (Lotze et al, 1999; Sherman, R., 1997).

E possivel que esse aprendizado modifique as representacdes corticais de
forma a tornar mais dificil 0 mapeamento de novos musculos como os intrinsecos.
De fato, ja foi demonstrado que o uso de protese mioelétrica altera o padréo natural
de reorganizagdo nos cértices motor e sensorial primarios (lotze et al, 1999). E
importante ressaltar, ainda, que mesmo antes da cirurgia ja era possivel identificar
uma assimetria na representacdo do BB nos dois hemisférios, sendo a
representacdo do membro direito no hemisfério esquerdo do paciente reduzida em
relagdo a do dimidio esquerdo, que possuia o padrdao mais classico descrito em
pacientes amputados (Cohen et al, 1991, Roricht et al, 1999) com uma grande

representacdo da musculatura proximal.
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2.4.3 Relacbes entre representacoes

As relacdes entre as representagdes do OP, tanto com o FDS como com o BB
do membro esquerdo parecem se dar de maneira semelhante as encontradas nos
voluntarios saudaveis, para os quais a estimulagao desses musculos do antebraco e
braco evoca concomitantemente uma resposta na musculatura da mao. Isso ocorre
porque 0s musculos da mao possuem um menor limiar de estimulacdo, sendo
obrigatoriamente recrutados durante o mapeamento dos musculos proximais (Chen
et al., 1998; Mercier et al., 2006). Sendo assim, a analise de sobreposi¢cao € mais um
indicio de que a representacao dos musculos intrinsecos realmente se estabelece de
forma adequada nesse membro. No membro direito, contudo, a representacdo do
OP s6 aparece no ultimo exame, ndao sendo possivel, dessa maneira, tirar
conclusdes definitivas sobre suas relagcdes com a representagcdo dos musculos
proximais.

Ja a relacdo do FDS com a musculatura proximal € mais dificil de interpretar,
tanto quando tomamos como referéncia o musculo extrinseco, como quando
utilizamos o proximal. A sobreposicédo das representagdes parece flutuar ao redor da
média dos normais. Essas relacbes também parecem variar bastante em voluntarios
normais. Sendo assim, torna-se necessario examinar uma populagdo maior de
voluntarios saudaveis para estabelecer melhor os limites para a comparagao com o
paciente e também para entender possiveis fatores comportamentais que interferem
nessas relagées. Um estudo recente publicado por Melgari e colaboradores (2008)
realizou o mapeamento simultaneo de 12 musculos com a TMS em 10 voluntarios
saudaveis. No entanto, a comparacao direta dos resultados deste trabalho com o
estudo supracitado ndo pode ser realizada, tendo em vista que os autores fizeram o

mapeamento com 110% do limiar do OP, que é menor que O necessario para
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mapeamento do biceps ou FDS enquanto o presente estudo empregou como

referéncia o limiar desses dois musculos (Melgari et al., 2008).

2.4.4 Origem das modificagbes no cortex motor primario

Em relagdo a origem das modificagdes em M1, foi proposto que a mesma
poderia ser secundaria a reorganizagdo de S1, baseado na alta concordancia
encontrada entre a plasticidade no cortex somato-sensorial e motor primario (Karl et
al., 2001). Os autores sugerem que as projegcdes de S1 para as camadas II/lll de M1
poderiam fornecer o substrato anatémico para o fenbmeno. Essas camadas, por sua
vez, estdo fortemente conectadas a camada V, onde estdo localizadas as células
piramidais, responsaveis pela eferéncia dessa regido cortical (Sakamoto et al.,
1987). Somada a essa evidéncia esta o fato que as projegdes de S1 para M1 séo
importantes para a aquisigao de habilidades motoras (Pavlides et al., 1993).

Contudo, outro estudo, envolvendo a representacdo das vibrissas em
camundongos, ressalta a importancia dos proprios comandos motores nesse
processo (Franchi & Veronesi, 2006). Os autores mostraram que modificagdes nas
representacbes em M1 ocorrem apos lesdo do nervo facial (responsavel pela
inervagdo motora das vibrissas de ratos) e também apds a aplicagdo de toxina
botulinica (TB) nos musculos responsaveis pelos movimentos das vibrissas dos
animais. A TB induz um padrdo de denervagdo quimica, com o impedimento da
liberagdo de acetilcolina na placa motora, prejudicando o movimento, assim como a
lesdo do nervo. No entanto, modificagdes nas representacdes motoras nao
acompanham a privacao sensorial causada pela seccdo do nervo infraorbital,
responsavel somente pelas aferéncias sensoriais das vibrissas (Franchi, 2001;

Franchi & Veronesi, 2006). Logo, mais do que a desaferentacdo sensorial, a
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auséncia dos comandos motores parece ser fundamental para esse processo de

reorganizagao.



3. Antecipacao de movimentos
em amputados cronicos de
membro superior
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3.1 INTRODUCAO

Se por um lado, conforme descrito na introdugdo geral, varios estudos
abordaram as modificagdes existentes no coértex motor e sensorial primarios em
decorréncia de lesao na periferia corporal, 0 mesmo nao ocorre em relagao a outras
regides cerebrais relacionadas as representagdes do movimento. Pouco se sabe
sobre se e como, a perda de um membro afeta essas representagdes. O segundo
projeto da presente tese pretende testar a integridade das representacdes
relacionadas ao circuito parieto-frontal em pacientes com amputacdo crdnica
unilateral de membro superior, utilizando como instrumento a medida da atividade

eletroencefalografica durante a simulagao implicita do movimento da mao amputada.

3.1.1) Estados de Simulacgéo

O ser humano é capaz de produzir diversos estados mentais que envolvem o
conteudo das agdes, nos quais o cérebro realiza uma imitagdo ou simulagao dos
diferentes aspectos da execugao de acgdes, na auséncia da produ¢cdo do movimento
real em si. Esses estados, descritos como estados de simulagdo ou estados S (do
inglés simulation states), incluem imaginacédo de agdes, movimentos realizados em
sonhos, julgamento prospectivo de agdes e a observagdo de movimentos de outrem,
sendo que todos eles acarretam o recrutamento de representagdes sensoriais e

motoras (Jeannerod, 1994; Jeannerod, 2001; Nico et al., 2004).

3.1.2 Circuito parieto-frontal e observacédo de movimentos

Em 1996, um grupo de pesquisadores italianos mostrou que uma parte dos
neurdnios na area F5, ou cértex pré-motor ventral de macacos, envolvidos na

execugcdo de movimentos também se apresenta ativa durante a observacédo de
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outro macaco, ou até mesmo de um ser humano, que realiza um movimento dirigido
a um objeto (Gallese et al., 1996)(Figura 13). Esses neurbnios foram chamados
neurdnios espelho, porque funcionam como se as agbes observadas fossem

refletidas, como em um espelho, nas representagcdes motoras do observador.

Kohler e colaboradores (2002) mostraram, posteriormente, que nessa mesma
area, existem neurdnios que sao ativos quando o macaco ouve um som relacionado
a uma agcao como, por exemplo, o som de uma casca de amendoim sendo
quebrada, que implica a agao de abrir o amendoim, mesmo que 0 macaco nao veja
a acao sendo executada (Kohler et al., 2002). A existéncia desses neurdnios indica
que a area F5 dos macacos contém um vocabulario motor que nao é formado
apenas por esquemas de execugao da agcdo, mas sim por seus objetivos (Rizzolatti

et al., 2001).

Se esses neurdnios codificam o objetivo da agéo, sera que podem refletir a
intencdo da agao realizada? Para responder essa pergunta, Umilta e colaboradores
(2001) registraram neurdnios no cértex pré-motor de macacos enquanto 0s mesmos
realizavam quatro tarefas diferentes: na primeira, o macaco observava o
experimentador realizar uma agdo direcionada a um objeto. Como em todos os
experimentos anteriormente descritos a tarefa levava a um aumento da resposta de

neurénios espelho no cértex pré-motor ventral (Umilta et al., 2001).
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Figura 13. Exemplo de um neurénio espelho. Desenho de um primata ndo humano
destacando em seu cortex a area F5 ou coértex pré-motor ventral em verde. Foi
registrada a atividade neuronal em trés condigbes experimentais: A) O animal pega
um objeto; B) Observa outro animal pegar o objeto e C) observa um ser humano
pegar o objeto. Os graficos a direita representam a resposta do neurénio durante a
realizagao das tarefas. Cada traco vertical indica um potencial de acdo. Note que a
célula registrada encontra-se ativa nas trés condi¢des. Retirado de Kandel (2000)

Em outra condigao, o experimentador fazia o movimento com a mao, mas nao
havia objeto para ser pego e, nesse caso, a resposta neuronal era significativamente
menor. Em uma terceira condicdo, era permitido ao macaco que detectasse
visualmente a presenca do objeto. Porém, depois da observacédo, uma tela era
posicionada de forma a cobrir o objeto e a parte final, critica da agao,
correspondente ao momento em que a mao interage fisicamente com o objeto para
realizar a sua preensdo. Note que, nesse caso, mesmo que 0 macaco nio pudesse

observar o experimentador pegar o objeto, o animal possuia pistas suficientes para
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inferir qual era a acdo que estava sendo realizada e isso era suficiente para fazer
com que os neurbnios se ativassem. Ja na ultima condicdo experimental, se o
animal tivesse visto previamente que por trds do anteparo néo existia objeto, o
neurénio em F5 nao modificava sua atividade (figura 14). Logo, esses neurdnios sao
capazes de representar uma agao observada mesmo que 0 macaco nao veja a sua
parte mais crucial (se esse for capaz de prever o que ira acontecer). Ou seja, esses
neurdnios estdo codificando a intencdo do movimento e ndo somente seus aspectos
cinematicos (Umilta et al., 2001). Neurénios com caracteristicas espelho também
sdo encontrados no cértex parietal de primatas (Fogassi et al., 2005), sabidamente
fundamental para a representacao de movimentos e fortemente conectado ao cortex

pré-motor (Borra et al., 2008; Hermsdorfer et al., 2007; Wise et al., 1997).
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Figura 14. Exemplo de um neurbnio que responde a observacdo de movimento
tanto na visdo plena como parcialmente encoberta (A e C, respectivamente), mas
nao nas condi¢des onde o objeto ndo esta presente (B e D). A parte de baixo de
cada painel ilustra a acdo do experimentador do ponto de vista do macaco que
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observa a acao e a tela cinza representa o painel que encobria o final da agao nas
condigdes C e D; Os histogramas representam a resposta média do neurénio em 10
tentativas consecutivas. Retirado de Umilta e colaboradores (2001).

Diversos estudos comportamentais e empregando medidas fisiologicas
remetem a existéncia de um circuito espelho em humanos, envolvendo as regides
parietal e pré-motora. A primeira evidéncia neurofisiologica veio em 1995, com
Fadiga e colaboradores. Utilizando a TMS, os autores encontraram uma facilitagéo
cértico-espinhal, com o aumento do PEM do primeiro interésseo dorsal, um musculo
intrinseco da mao, durante a observagdo do movimento de pegar um objeto em
relacdo a diversas situagdes controle: observagao de uma méo, do objeto e de um
ponto luminoso que variava de intensidade, dando a impressao de um deslocamento
espacial n&o associado a nenhum movimento biologico (Fadiga et al., 1995).

Tremblay e colaboradores (2004) registraram a atividade elétrica cortical em
um paciente epilético que foi submetido ao implante cirurgico de 64 eletrodos
subdurais. Essa rede de eletrodos foi posicionada de forma a incluir o cortex pre-
motor e a regido da area motora primaria correspondente a movimentos da mao.
Foram observadas ativagcdes nessas duas areas tanto durante a execugdo como

durante a observacao de movimentos (Tremblay et al., 2004) (figura 15).
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Figura 15. Fotografia do posicionamento da grade de eletrodos sobre a superficie
do cértex, os eletrodos de interesse sdo os posicionados sobre o cortex pré-motor
identificados pela letra (L) e o cértex motor associado ao movimento da mao (M).
Retirada de Tremblay e colaboradores (2004).
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Medidas da atividade cerebral com o auxilio da IRMf durante a observacao de
videos contendo acbes realizadas com a boca, como morder uma macga, por
exemplo; com a m&o, como pegar um copo, e com o0 pé, como chutar uma bola,
revelaram a ativagao dos cortices pré-motor e parietal de forma somatotdpica, com
o0 pé estando representado na regido mais medial e a boca, mais lateral. Esses
resultados indicam um recrutamento especifico em relagcdo ao movimento que esta
sendo realizado, como ocorre em M1 durante a execu¢do de movimentos (Buccino
et al., 2001). Todos os resultados apresentados nessa revisdo sugeriram que esse
sistema fosse implicado no reconhecimento das acdes e até mesmo na identificagao
das intenc¢des de outrem (Rizzolatti et al., 2001).

De fato, diferentes grupos de pesquisadores defendem que a percepgéao dos
movimentos bioldgicos envolve o sistema motor. Uma das evidéncias em favor
dessa hipdtese foi encontrada por Saygin e colaboradores (2004). Os autores
realizaram um estudo no qual os voluntarios tinham a tarefa de observar uma série
de pontos luminosos que se deslocavam dentro da maquina de ressonancia
magnética. Esses pontos foram posicionados sobre as articulagdes de um ator e
filmados enquanto o mesmo realizava uma série de movimentos. Em parte das
animacgdes, era apresentada ao voluntario a cinematica da agédo, mostrando os
pontos exatamente como gravados quando o corpo do ator encontrava-se em
movimento. Nas animacgdes restantes, o perfil cinematico dos pontos localizados
sobre as articulagbes eram embaralhados (figura 16). Os resultados obtidos indicam
que o cortex pré-motor é ativado pela observagao de representagdes visuais
abstratas de agbes (formadas por pontos animados) quando as mesmas estdo de

acordo com as leis cinematicas que regem as agbes humanas, enquanto que a
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observagdo do movimento de pontos embaralhados ndo ativa o sistema motor

(Saygin et al., 2004).

Figura 16. Exemplos dos estimulos utilizados por Saygin e colaboradores (2004).
Em (a) uma sequéncia de uma agado biolégica e em (b) uma sequéncia nao
bioldgica.

A relagao direta entre a ativagao das proprias representagdes motoras com a
observacao de movimento foi testada por Calvo-Merino e colaboradores (2005), com
o auxilio da IRMf. Os autores examinaram dois grupos de praticantes de esportes
que exigem o aprendizado de um repertério motor especifico: o balé classico e a
capoeira. Os praticantes de ambos os grupos deveriam observar movimentos
pertencentes ao esporte que treinam e ao outro esporte. Os autores observaram
uma maior ativagdo bilateral do cértex parietal e pré-motor nos dois grupos de
voluntarios durante a observagao de videos relativos ao proprio esporte, em relagao
a observacgao dos videos do esporte no qual ndo eram treinados. Esses resultados
sugerem que a observagao de agdes realizadas por outrem estd baseada nos
repertérios motores do préprio individuo, e que o grau de atividade do sistema
espelho é dependente da expertise motora do observador (Calvo-Merino et al.,
2005).

No entanto, os dois trabalhos citados ndo permitem descartar a possibilidade

da ativacao do sistema espelho estar relacionada a experiéncia visual. Isso porque

tanto movimentos bioldgicos como movimentos de um esporte praticado com grande
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freqiéncia sao visualmente mais familiares do que movimentos embaralhados ou
pertencentes a um esporte ndo praticado. Para esclarecer essa questao, o mesmo
grupo realizou um outro estudo com profissionais de balé classico usando
novamente a técnica de IRMf (Calvo-Merino et al., 2006). A danca foi escolhida
porque alguns movimentos do balé sdo especificos de um género, embora tanto
homens quanto mulheres tenham que treina-los juntos. Sendo assim, a familiaridade
com 0s aspectos visuais desses passos € similar em ambos os sexos, enquanto o
treinamento motor é diferente. Nesse estudo, também foi evidenciada uma maior
atividade do cértex pré-motor e parietal quando os dancgarinos estavam observando
acdes que pertenciam ao seu proprio repertério em relagdo as agées do género
oposto, que eram vistas, mas nao executadas frequentemente. Os autores propdem
que a resposta do sistema espelho em humanos esta relacionada a ativagao das
representagcées motoras do proprio individuo (Calvo-Merino et al., 2006).

Nao s6 a observagcdo de movimentos como também a capacidade de
antecipagao durante a visualizagdo de um movimento biolégico parece estar
ancorada nas representacbes motoras do individuo. Para testar essa premissa
Pozzo e colaboradores (2006) usaram um paradigma de predi¢do visual, no qual
voluntarios deveriam prever a posicao final de um ponto luminoso que descrevia a
trajetéria do dedo indicador durante o movimento do brago para cima ou para baixo.
O perfil de velocidade do deslocamento desse ponto no eixo vertical poderia seguir
as leis cinematicas que regem movimentos biolégicos ou a uma velocidade
constante. Em todas as condigbes a parte final da trajetéria era ocluida da visdo do
observador.

Os voluntarios foram mais precisos na estimativa de estimulos que seguiam

uma cinematica bioldgica, pertencente ao repertério motor do observador, sugerindo
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que a antecipagao também esta relacionada as representagdes motoras do préprio
individuo (Pozzo et al., 2006).

Um segundo estudo envolvendo a predicdo de movimentos observados foi o
de Craighero e colaboradores (2008). Voluntarios deveriam observar o movimento
de um experimentador e prever o momento do toque do membro com um objeto. O
tempo de resposta dos voluntarios foi menor que o encontrado em paradigmas de
tempo de reacao simples. Esse resultado indica que os voluntarios eram capazes de
prever esse momento usando um modelo preditivo da agao observada. O mesmo
trabalho comparou ainda predicdo do momento do toque do experimentador com
duas configuragbes manuais diferentes que permitiriam interagir com o objeto
apresentado. Nesse caso os resultados foram ainda mais interessantes: o tempo de
reacao foi menor ao prever o movimento considerado mais comum para pegar o
objeto. Assim, os autores sugerem que a capacidade de prever o instante em que
uma mao observada ira tocar um objeto alvo depende da congruéncia entre a agao
observada e a representacao motora interna ativada pelo observador pela visao do
objeto (Craighero et al., 2008).

Uma possivel critica aos trabalhos supracitados € que seus resultados podem
estar sendo influenciados pela familiaridade dos voluntarios testados com o estimulo
visual do movimento biolégico. Um estudo recente de Aglioti e colaboradores 2008
testou essa hipétese. Através de um teste comportamental, esse estudo mostrou
qgue jogadores de basquete profissionais sdo capazes de identificar se um arremesso
sera bem sucedido ou ndo baseados na observagcao de um outro atleta executando
0 movimento de arremessar. Isso ocorre mesmo antes do momento que a bola saia
da mao do atleta no video. O mesmo nao é verdade para um grupo de jornalistas e

técnicos do esporte, que observam o esporte 0 mesmo numero de horas por semana
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dos atletas, mas nao treinam o mesmo. Esses ultimos s6 conseguem predizer
adequadamente as acdes quando lhes € permitido observar a trajetéria da bola
(Aglioti et al., 2008).

Além disso, através da técnica de TMS, constatou-se que no caso de um
arremesso que teria um erro em sua direcdo, os atletas possuem uma facilitacao
cortico-espinhal, interpretada pelos autores como uma tentativa de correcdo do
movimento observado do atleta. Os autores também concluem que a capacidade de
antecipar o desfecho de uma agao também depende de uma ressonancia entre os

aspectos da agao observada e o repertério motor do observador (Aglioti et al., 2008).

Kilner e colaboraboradores (2004) investigaram se a capacidade de predizer o
movimento de uma outra pessoa também envolve um sistema de ressonancia com o
processo de preparacdo motora que antecede a execugdo de movimentos
voluntarios auto-gerados em humanos. A hipétese dos autores era que seriamos
capazes de gerar um modelo antecipatério das agbes de outra pessoa, o que
tornaria 0 nosso cérebro capaz de predizer agdes mesmo antes da sua realizagao
(Kilner et al., 2004). Para tal finalidade, os pesquisadores mediram o potencial de
prontiddo em voluntarios normais durante a observagdo de agdes dirigidas a um
objeto. Durante a preparagdo motora, a atividade cerebral que precede um
movimento voluntario gera uma onda de negatividade que pode ser registrada
através de eletrodos de superficie posicionados no escalpo. Os potenciais de
prontiddo sdo estes potenciais corticais obtidos através do registro
eletroencefalografico (EEG) e relacionados aos movimentos (Babiloni et al., 1999;
Ikeda et al., 1997; Jahanshahi et al., 1995). No estudo, os voluntarios observavam
videos contendo a mao de um ator e um objeto colorido e poderiam prever, com

base na cor do objeto, se a m&o do ator iria pegar esse objeto ou ndo. Como tarefa



55

controle, para descartar a hipotese de o potencial estar sendo gerado por uma
atividade preparatdria inespecifica, relacionada a expectativa de uma mudanga no
contexto, os autores introduziram outra condicdo experimental. Nesse bloco, os
voluntarios assistiam a filmes que também apresentavam a mao do ator e um objeto
colorido, mas era a cor do objeto que se modificava em um momento previsivel,

enquanto a mao permanecia estacionaria.

A comparagao estatistica entre as condicbes experimentais mostrou uma
negatividade tipica do potencial de prontiddo quando os voluntarios podiam prever o
movimento da mao do ator, mas nao quando o voluntario sabia que nao existiria o
movimento ou na condicdo onde a previsao de mudanga n&o estava relacionada ao

gesto e sim ao objeto (Kilner et al., 2004) (figura 17).

Essa correspondéncia entre a preparacdo motora em humanos e a predicéo
de movimentos de outrem torna o paradigma empregado por Kilner e colaboradores
(2004) uma ferramenta para identificar aspectos representacionais de mais alta
ordem. Um estudo confirmou o papel do cértex parietal nessa tarefa de predigao de
movimentos. Foram testados pacientes com lesdo dessa area cortical secundaria a
acidente vascular e os mesmos nao apresentaram o potencial de prontiddo mesmo
quando poderiam prever o movimento do ator no video (Fontana e colaboradores,

em preparacgao).
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Figura 17. Inclinacdo média da reta ajustada aos pontos da curva do
potencial de prontiddo construida a partir da média de 5 eletrodos de interesse
localizados sobre o cortex somatomotor contralateral a mao do ator no video
observado pelos voluntarios testados. Condicées experimentais: observacdo de
movimento (OM), na qual o voluntario podia prever o movimento do ator no video;
observagdo sem movimento (OSM), na qual a mao do ator permanecia estacionaria;
predicao nao relacionada ao movimento da mao, tarefa controle, na qual o voluntario
podia prever que ocorreria uma mudanga de cor no objeto apresentado no video
(CO) e, finalmente, movimento ativo do voluntario para apertar um botdo com o
index (EX). Barras indicam erro padréo e *diferenca estatistica significativa (p<
0,05). Retirada de Kilner e colaboradores (2004).

3.1.3 Estados S em pessoas amputadas

Apesar do grande numero de estudos abordando as modificacbes sensorio-
motoras primarias na auséncia de um membro, pouco se conhece sobre seus
possiveis impactos sobre outros niveis representacionais do movimento. Um dos
estudos que abordou essa questao foi o de Gazzola e colaboradores (2007). Esse
trabalho, através da técnica de IRMf, examinou os voluntarios durante a observacao

de movimentos. Os autores mostraram que pacientes com agenesia de membro
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exibem uma ativacdo mais distribuida da atividade em areas como cértices frontal,
parietal e temporal durante a observacido de acdes de manipulagdo manual de
objetos em relagio a um grupo controle, composto por individuos com
desenvolvimento tipico. Sendo assim, pelo menos em individuos nascidos sem o
membro, modificacbes funcionais que vao além das areas primarias podem ser

observadas (Gazzola et al., 2007).

Até o momento, nao identificamos estudos semelhantes com pacientes que
sofreram amputagao tardia de um membro. No entanto, alguns trabalhos indicam a
existéncia de diferencas nas representacbées ou no acesso as mesmas também
nessa condicdo (Ramachandran 1998). Nico e colaboradores (2004) realizaram um
estudo comportamental envolvendo os estados de simulacdo com tempo de reacao.
A tarefa empregada foi de julgamento de lateralidade manual, na qual desenhos de
uma mao direita ou esquerda sdo apresentados ao voluntario em varias orientacdes
diferentes e 0 mesmo deve decidir qual mao esta sendo observada. Voluntarios
normais, para responder ao teste, usam transformacgcdes mentais muito semelhantes
as empregadas durante o movimento da propria mao (Mercier et al., 2006), de forma
que o tempo de reagdo aumenta de acordo com o angulo de rotagdo da figura
apresentada e os resultados também sao influenciados pela posicao do membro do
voluntario no momento do teste (Parsons, 1987). Amputados de membro superior
sao mais lentos e erram mais nesse tipo de tarefa, especialmente os que tiveram o

membro dominante amputado (Nico et al., 2004).

A mesma tarefa de julgamento de lateralidade foi empregada para testar o
comportamento de um grupo de individuos com agenesia, ou seja, uma alteragao na
formagdo do membro superior ao longo do desenvolvimento embrionario. Foram

testados 14 pacientes com transtorno unilateral de desenvolvimento do membro e os
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resultados foram semelhantes aos encontrados em amputados tardios, com um

maior tempo de reagao para a mao ausente (Lotze et al., 2001; Lotze et al., 1999).

Outros estudos indicam a importancia das informagdes sensoriais relativas ao
membro durante o acesso as representagdes motoras. Eles empregaram a
simulacao de movimentos, ou imagética motora, que pode ser definida como um
processo dindmico no qual a pessoa acessa conscientemente um plano motor de
uma dada agdo enquanto monitora ativamente seu desdobramento (Lotze et al.,
2001). Estudos utilizando medidas metabdlicas mostraram que regides cerebrais
similares sao ativadas durante a simulagcédo e a execugdo de um mesmo movimento
Roland et al.,1980; Decety et al., 1994; Lotze et al., 1999; Gerardin et al.,2000;
Stippich et al., 2002). Além disto, a imagética motora de um movimento promove o
recrutamento da sua representacdo motora, com a consequente facilitacdo
especifica no coértex motor primario dos musculos envolvidos na acido simulada
mentalmente. Vargas e colaboradores (2004) mostraram, em adultos saudaveis, que
a postura do membro interfere com a facilitacdo da via cortico-espinhal, promovida
pela simulagcdao mental de movimentos. Dessa forma, quando o movimento simulado
era compativel com a postura corrente do membro do voluntario a facilitagao cortico-
espinhal era maior do que quando a postura adotada nao era compativel ao

movimento simulado (Vargas et al., 2004).

O mesmo grupo, posteriormente, testou uma paciente com deaferentagao
completa e verificou que na auséncia da informagao sensorial ndo existe o efeito
modulatério da posicdo do membro. Esse resultado indica que as aferéncias
relativas ao membro, perdidas no caso dos amputados, sdo levadas em conta no

processo de simulagao mental (Mercier et al., 2008).
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Sendo assim, ocorrem modificagdes em regides relacionadas ao controle
motor com a perda de informacao aferente e eferente de um membro. Além disso,
alguns estudos apontam, ainda, para a possibilidade de existirem subgrupos com
comportamento distintos entre os pacientes amputados e agenésicos. Por exemplo,
Funk e colaboradores (2005) descreveram um paciente com agenesia de membro
que possuia sensacdo de movimento fantasma e apresentou desempenho similar a
voluntarios com desenvolvimento convencional em uma tarefa perceptual
relacionada ao movimento do corpo humano. Porém, um segundo paciente, também
agenésico, mas que nao apresentava sensagbes fantasmas, teve seu desempenho

alterado (Funk & Brugger, 2008).

A presenca de dor também esta relacionada as modificacbes nas
representacbes em M1 estudadas com IRMf. Existe uma correlacédo inversa entre
uso de protese mioelétrica e reorganizagao cortical das representagcdes motoras.
Igualmente, pacientes amputados que fazem uso frequente e intensivo de uma
protese mioelétrica apresentam menor dor fantasma. Além disso, a implementacao
da protese em pacientes com dor foi correlacionada positivamente com a diminuigao
do quadro algico (Lotze et al., 1999).

O mesmo grupo de pesquisadores, empregando novamente a IRMf, testou
amputados de um membro superior e um grupo controle para investigar a relagao
entre representacdées da boca e da mao. Todos os voluntarios deveriam realizar
movimentos do labio, m&o e movimento imaginario do coto no caso dos amputados,
ou do membro esquerdo no grupo controle. Somente os pacientes com dor fantasma
apresentaram um deslocamento da representagcdo da boca na direcdo da area

correspondente a representacédo da mao em M1 e S1 e os movimentos imaginarios
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da mao ativaram a area da face. Além disso, esse deslocamento exibiu uma

correlagao positiva com a intensidade da dor fantasma (Lotze et al., 2001).

3.1.4 Potencial de prontidao

O presente estudo tem como objetivo estudar a predicdo de movimentos de
outrem, a qual envolve o recrutamento de representacbes motoras do préprio
individuo em pacientes adultos com amputacdo unilateral crénica do membro
superior. Para tal, o presente estudo ira empregar um paradigma modificado a partir
do estabelecido por Kilner e colaboradores (2004) que o usa o potencial de
prontiddo como medida fisiolégica de interesse. Por essa raz&o sera realizada uma

revisao sobre esse potencial evocado.

O sinal eletroencefalografico resulta da somagédo temporal e espacial de
muitos potenciais pds-sinapticos inibitorios e excitatorios gerados no cortex cerebral.
O EEG encontra-se na faixa entre 10 e 300 uV, o que o torna facilmente influenciado
por varios ruidos fisiolégicos e elétricos, e ao mesmo tempo mostrando uma grande
aleatoriedade e nao-estacionariedade do sinal (Chiappa, 1997). Um potencial
cortical relacionado a evento, como o potencial de prontidao, é o resultado de uma
manifestacao elétrica da atividade cerebral em resposta a um estimulo. Devido as
baixas amplitudes do sinal, a presenca de artefatos e a constante atividade de fundo
das ondas cerebrais (por exemplo: alfa (8-13 Hz) e beta (14-40 Hz), somente apos
varias apresentacdes do mesmo estimulo € possivel reduzir a variacdo da atividade
aleatdria ndo sincronizada aos estimulos e melhorar a relagédo sinal-ruido (Chiappa,

1997).

A analise dos potenciais relacionados a eventos é baseada no pressuposto

de que formas de ondas caracteristicas sdo manifestacbes da atividade de
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populacdes de neurbnios em determinadas areas cerebrais. Esta atividade pode ser
registrada, pois os tecidos entre as provaveis fontes e o escalpo agem como um
volume condutor. Entretanto, como a atividade elétrica associada com qualquer
neurdnio particular € pequena, no escalpo somente é possivel registrar a atividade
integrada de um grande numero de neurbnios. Assim, € necessario que: (1)
neurdnios sejam recrutados de forma sincronizada e (2) os campos elétricos gerados
por cada neurénio individualmente estejam orientados para que seus efeitos no

escalpo sejam acumulados (Fabiani et al., 2000).

O potencial de prontidao (“Bereitschaftpotential, BP”) € um potencial cortical
negativo que tem inicio em torno de 1,5s antes do inicio do movimento, e vem sendo
utilizado como um indice da preparacdo motora. Este potencial foi primeiramente
descrito por Kornhuber e Deecke em 1964 (Jahanshahi et al., 1995). Posteriormente,
Libet e colaboradores (1983) propuseram que esse potencial reflete a intengéo para
a acao, que permanece inconsciente durante certo periodo de tempo (Libet et al.,
1983).

Os potenciais de prontiddo podem ser caracterizados pela identificacdo de
dois componentes principais anteriores a realizagdo do movimento (figura 18), que
fazem parte da antecipacdo motora. O primeiro componente lento negativo —
também chamado BP precoce — reflete a atividade cortical associada a preparagao
inicial para o ato motor, e o segundo componente, mais tardio — chamado inclinagéao
negativa (“negative slope”, NS) ou BP tardio - estd associado com o planejamento
especifico e a fase final da execugédo da atividade motora planejada (Fang et al.,

2004; Shibasaki & Hallett, 2006).
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Figura 18. Identificacdo dos principais componentes dos potenciais de prontiddo que
acontecem previamente ao inicio dos movimentos (indicados pelo inicio do EMG). O
primeiro componente negativo é chamado de “Bereitschaftpotential” ou BP precoce,
e 0 componente mais tardio que corresponde a uma maior inclinagdo do potencial,
chamado de BP tardio ou “negative slope” (extraido de Jahanshahi et al., 1995).

O potencial de prontiddo foi estudado extensivamente com registros no
escalpo e intra-cranianos, entretanto ha ainda controvérsia sobre sua descrigao
exata e a sua origem (Neshige et al., 1988; Shibasaki & Hallett, 2006). Com o auxilio
da técnica de IRMf, Cunnington e colaboradores (2003) investigaram as redes
implicadas na sua geragdo. Os autores relataram uma ativagao bilateral da area
motora suplementar e cortex cingulado, além de uma ativacdo do cortex motor

primario contralateral (Cunnington et al., 2003).

3.1.5 Objetivo

Testar se a capacidade de antecipacdo do movimento de outrem é alterada
pela amputacao crénica unilateral de um membro superior. Para essa finalidade,
sera analisada a predicdo do movimento de um ator com o membro correspondente
ao amputado nos pacientes, e também a observacao do membro correspondente ao
preservado. Nossa hipétese é que a amputacdo ira alterar a capacidade de

antecipacao durante a observacdo do membro correspondente ao amputado.
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3.2 METODOS
3.2.1 Amostra e paradigma experimental
Foram testados quatro voluntarios, homens, com amputacdo do membro

superior, 02 com amputacao a direita e 02 a esquerda, com média de idade de 60

anos e desvio padréo 5,2 anos (informagdes clinicas, tabela 3).

Voluntéario | Ano do Nivel da amputacdo | Ano da Membro | Etiologia Movimento | Dor
Nascimento amputacdo | amputado fantasma | fantasma
Abaixo do cotovelo - . .
MP 1938 (1/3 distal) 1992 Esquerdo Traumatica | Sim Sim

Acima do cotovelo " . .
GP 1949 (1/3 proximal) 2002 Direito Traumatica | Sim Sim

JIM 1950 é(/::lgrr;z?;zr;c;tgvelo 2000 Esquerdo Traumatica | Sim Sim

Acima do cotovelo

RD 1941 (1/3 proximal)

1998 Direito Traumatica | Sim Sim

Tabela 3. Dados clinicos dos pacientes testados no experimento. Todos os
pacientes foram avaliados no ano de 2004.

O grupo controle foi constituido por 09 voluntarios saudaveis (06 homens,
média de idade: 54.8 anos, variando entre 47-72). Todos os voluntarios envolvidos
no estudo eram destros, com visdo normal ou corrigida, sem historico de patologias
que tenham acometido o sistema nervoso e assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido antes do teste. O protocolo foi aprovado pelo comité de ética local

(Centre Léon Berard, Lyon, Franga).

O protocolo experimental utilizado nesse estudo foi modificado a partir do
desenvolvido por Kilner e colaboradores (2004). Os voluntarios sentavam
confortavelmente em uma sala com controle de iluminagao e temperatura de frente
para um monitor. Os sujeitos assistiam a 04 blocos de 60 filmes, cada um com 6s de

duragao, sendo que, antes de cada filme, era apresentada uma tela preta com uma
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cruz de fixagdo central de duragcao de 01 segundo. Todos os videos apresentados
continham uma mé&o e um cilindro colorido. Em dois blocos a mao apresentada era a
esquerda, e em outros dois, a direita. Em cada um dos blocos, na metade dos
videos, o cilindro era verde e, nesse caso, dois segundos apds o inicio do filme,
ocorria 0 movimento da mao do ator em diregdo ao objeto, seguida pela preensao do
mesmo (condi¢do denominada observagao de movimento). Nos 30 videos restantes,
0 objeto apresentado era vermelho e, nesse caso, a mao permanecia imével
(condicdo denominada observacdo sem movimento) (figura 19). A ordem de

apresentacao dos blocos e videos foi aleatdria.

A regra de cores era explicada ao voluntario na instru¢ao da tarefa, antes do
inicio do experimento. Sendo assim, durante todo o teste o voluntario era capaz de
saber se 0 movimento do ator no video ocorreria ou ndo, com base na cor do objeto
apresentado. Para manter o voluntario engajado na observacdo dos videos, apos
cada bloco o voluntario deveria responder a algumas perguntas a respeito de

variagdes da posicao inicial da mao e da maneira como o ator pegava o cilindro.

Observacdo de Movimento

Movimento

Inicio do filme 2s 6s

Observacédo sem Movimento

Sem Movimento I

Inicio do filme 2 6s
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Figura 19. Na condi¢cdo observagao de movimento (A) o video apresentado contém
a méo do ator e um objeto verde. Dois segundos ap6és o inicio do flme a m&o do ator
se desloca e pega o objeto. Ja na condigdo observagdo sem movimento, o video
tem inicio com a apresentagdo da mao do ator e do objeto vermelho, mas a mé&o
permanece estacionaria.

3.2.2 Aquisicao e analise dos sinais

Para a aquisicdo dos sinais eletroencefalograficos (EEG) utilizou-se um
sistema de 64 canais (Geodesic Sensor Net) e eletrodos de prata-cloreto de prata
(Ag/AgCl) com amplificadores de alta impedancia (200 MQ , Net Amps, Electrical
Geodesics Inc., Eugene, OR,USA). Um eletrodo posicionado no processo mastéide
e outro no vertex (Cz) foram empregados como terra e referéncia, respectivamente.
A frequéncia de amostragem dos sinais coletados foi de 500 Hz e todos os canais
foram filtrados analogicamente com frequéncia de corte de 0,01 e 200 Hz (filtro
passa-banda). Durante todo o experimento, a impedancia dos eletrodos era mantida

abaixo de 30 kQ.

A analise dos dados de EEG foi realizada “off-line” em MATLAB (Mathworks,
USA) e consistiu no calculo da média coerente (promediacdo) dos segmentos de
EEG alinhados pelo inicio do filme, resultando nos potenciais de prontiddo em cada
tarefa para cada individuo. O trecho promediado tinha inicio 500 ms antes da
apresentacao do video e duracao total de 3000 ms. Os primeiros 200 ms de cada
segmento foram usados para realizar a corregdo da linha de base e tentativas
contendo artefatos por movimentos oculares foram eliminadas antes da analise. Os
sinais de todos os eletrodos foram re-referenciados em relagdo ao eletrodo
posicionado sobre o processo mastoide, foram filtrados digitalmente com um filtro

passa-baixa com frequéncia de corte de 45Hz e re-amostrados a 100 Hz.
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A grande média coerente foi calculada para todos os casos individuais em
cada situagcdo experimental (observagdo de movimento e observacdo sem
movimento para mao esquerda e direita) dentro dos grupos de pacientes amputados
e em cada situagcado experimental para a mao direita no grupo controle. Assim, para
cada caso, o sinal promediado dos eletrodos 16, 17, 21, 22 e 25 (que correspondem
a Fc5, C3, Cp3, C5, Cp5 no sistema 10-20) e 47, 50, 53, 54, 57 (que correspondem

a Fc6, C4, Cp4, C6, Cpb no sistema 10-20) foi calculado a partir da equacgéo:

m=1 (2)

onde M é o numero de eventos promediados, xm [i] € o sinal de EEG durante
0 m-ésimo evento, iniciando 500ms antes do comec¢o da apresentagao do video até
2500 ms ap6s o inicio do filme, o que corresponde a 500ms depois do inicio do
movimento da mao na condicdo de observacao de movimento. Dessa forma, esses

sinais promediados contém os potenciais de prontidao calculados para cada tarefa.

Usando regressdo linear foram calculadas duas retas distintas para o
potencial de prontiddo precoce e tardio (os componentes classicos do potencial de
prontiddo para movimentos executados auto-iniciados). A janela de analise para
cada um dos componentes foi definida individualmente em relacido a condicdo de
observagédo do movimento, como aquela relacionada ao maior coeficiente angular da
equacgao da reta ajustada aos pontos do sinal. Dessa forma, o primeiro componente
do potencial de prontidao deveria ter inicio entre 2 segundos e 1 segundo antes do
movimento no filme e terminava 500 ms antes do mesmo e o segundo deveria ter
inicio entre 500ms e 400ms antes do inicio do movimento e terminava no momento
que a mao do ator comegava a mover-se. A mesma janela estabelecida na condigcéo

de observagdo de movimento (videos com o objeto verde) foi empregada na analise
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da condicdo observagdo sem movimento (objeto vermelho) para cada voluntario
(figura 20). Para cada componente dos potenciais de prontiddo foi analisado o

coeficiente angular da equagao da reta ajustada.
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Figura 20. Sinal promediado de um paciente amputado para as condicoes
observacao de movimento do ator com o membro correspondente ao preservado no
paciente (A) e observagcao sem movimento (B). Note que a janela estabelecida na
condicdo A foi utilizada para selecionar o trecho correspondente do sinal em B.
Sendo assim, nas duas condicbes experimentais a reta da regressao linear foi
ajustada aos pontos do sinal pertencentes ao intervalo temporal identificado pela
janela amarela.

A analise estatistica foi realizada com o teste de analise de variancia
(ANOVA) com dois fatores (two-way). Foram incluidos na analise os dois hemisférios

cerebrais de cada voluntario amputado, ja que nao foi observada diferenca
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estatistica entre eles (F(1, 50)=.33263, p=.56) para o primeiro componente do

potencial de prontidao e (F(1, 50)=.12225, p=.72) para o segundo componente.

O primeiro fator da analise de variancia, entre os grupos, estava relacionado
a lateralidade do movimento observado e possuia trés niveis: amputados
observando a mao do ator com o membro correspondente ao seu amputado,
amputados observando a mao do ator correspondente ao seu membro intacto e
grupo controle observando o movimento. O segundo fator, relacionado a predi¢ao de
agdes, intra-grupos, com medidas repetidas, possuia dois niveis: observagdo de
movimento e observagdo sem movimento. A analise post-hoc foi realizada com o

teste de Fisher LSD.

3.3 RESULTADOS

A analise do coeficiente angular da reta ajustada ao primeiro componente do
potencial de prontidao (até 500 ms antes do movimento) mostrou efeito principal para
as condi¢des experimentais. Conforme esperado, baseando-se no trabalho de Kilner
e colaboradores (2004) foi encontrada uma diferenca estatisticamente significativa
entre a condigao observagao de movimentos, quando o voluntario poderia prever o
movimento do ator no video, e observagdo sem movimento, quando o voluntario
sabia que nao haveria movimento (F(1,31)=10,188; p<0,01). Na condigdo observagao
de movimento os voluntarios apresentaram uma maior negatividade, indicativa do

potencial de prontidao (figura 21).
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Figura 21. Média da inclinacdo da reta ajustada aos pontos do primeiro
componente do potencial de prontiddo nas condi¢gdes observacdo de movimento e
observagcdo sem movimento, mostrando maior negatividade quando os voluntarios
sabiam que ocorreria 0 movimento do ator no filme. Barras de erro indicam intervalo
de confianga de 0,95.

Foi observada, ainda, uma interagdo significativa entre os fatores grupo e
condigdo experimental (F(2, 31)=3,12; p=0,05). A analise post-hoc mostrou que a
diferenca entre a condicdo de observacao de movimento, em relacdo a observagcao
sem movimento ocorre no grupo de voluntarios normais e para a observagdo da méao
correspondente a mao integra dos voluntarios com amputagdo do membro superior

(p<0,01 e p=0,05 respectivamente). Essa diferenga entre as condigdes experimentais,
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no entanto, ndo foi observada quando os voluntarios amputados estavam observando
a mao do ator correspondente a sua mao amputada (p=0.99) (figura 22). Além disso,
a condigao observacdo de movimento nos voluntarios normais difere das condicoes
observacao de movimento e observagao sem movimento do membro correspondente
ao amputado nos voluntarios amputados (p= 0,04 e 0,01), porém, difere apenas da
condigcdo observacdo sem movimento no lado correspondente ao preservado dos
voluntarios amputados (p<0,01), ndo diferindo, nesse caso, da condicdo de

observagado de movimento (p=0,12).

Coeficiente angular
o

-~ “oluntarios normais
-0- Ohservagdo do membro correspondente ao preservado

-8 -4 (Observagao do membra correspondente ao amputado
obzervagio de movimento obzervagio sem movimento
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Figura 22. Média da inclinacdo da reta ajustada aos pontos do primeiro
componente do potencial de prontiddo na condicdo observagdo de movimento e
observacdo sem movimento nos voluntarios saudaveis (linha azul), amputados
observando a mao do ator correspondente a sua mao sadia (linha vermelha) e
amputados observando a mao do ator correspondente a sua mao amputada (linha
verde). Barras verticais indicam intervalo de confianga de 0,95.

A analise do coeficiente angular da reta ajustada ao segundo componente do
potencial de prontidao (a partir de 500ms antes do movimento) mostrou, assim como
a analise do primeiro componente do potencial, efeito principal para a condicao
experimental, com uma diferenga estatisticamente significativa entre a condigao
observacao de movimentos, quando o voluntario poderia prever o movimento do ator
no video, e observacao sem movimento, quando o voluntario sabia que nao haveria

movimento (F(1,31)=4,166; p=0,049) (Figura 23).
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Figura 23. Média da inclinagcao da reta ajustada aos pontos do segundo componente
do potencial de prontidao na condigao observagao de movimento e observagdo sem
movimento, mostrando maior negatividade quando os voluntarios sabiam que
ocorreria 0 movimento do ator no filme. Barras de erro indicam intervalo de confianga
de 0,95.

No entanto, no caso do segundo componente a interacdo entre condigdes

experimentais e amputagao nao foi significativa (F(2,31)=1,042; p=0,364) (Figura 24).

Coeficiente angular
|
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- Voluntarios normais
-0+ Observagdo do membro correspondente a0 preservado
~< Obseragdo do membro correspondente ao amputado

observacdo de movimento observagdo sem movimenta

Figura 24. Média da inclinagao da reta ajustada aos pontos do segundo componente
do potencial de prontiddo na condicao observacdo de movimento e observagao sem
movimento nos voluntarios saudaveis (linha azul), amputados observando a méao do
ator correspondente a sua mao sadia (linha vermelha) e amputados observando a
mao do ator correspondente a sua mao amputada (linha verde). Barras verticais
indicam intervalo de confianca de 0.95.



73

O sinal promediado de cada paciente esta apresentado no anexo 01. Nao
foram observadas diferengas significativas na andlise do segundo componente do

potencial de prontidao.

3.4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que amputados unilaterais de
membro superior perdem a capacidade de antecipacdo das acdes de outrem,
conforme demonstrado pela auséncia da negatividade caracteristica do potencial de
prontiddo quando o voluntario poderia prever o movimento do ator com a méao
correspondente a mao amputada.

Rizzolatti e colaboradores (2001, 2002) propdem a existéncia de
correspondéncia direta entre a percepcdo e acdo. Essa teoria postula que a
observacdo de uma agao possui uma ressonancia direta com a ativagcdo da
representacdo motora da mesma. Esse mecanismo de ressonancia seria
automatico, e nao implicaria em uma analise perceptual visual sofisticada (Rizzolatti
et al., 2001; Rizzolatti et al., 2002).

De fato, como descrito na introdugdo do presente projeto, a percepg¢ao dos
movimentos bioldgicos realizados por outrem esta baseada nos repertorios motores
do préprio individuo, e que o grau de atividade do sistema espelho é dependente da
ativagdo dos repertérios motores do observador (Calvo-Merino et al., 2005; Calvo-
Merino et al., 2006). A antecipacédo durante a observagdo do movimento de outrem
também envolve uma ressonancia entre os aspectos da acdo observada e as
representacdes motoras ativadas pelo observador (Aglioti et al., 2008; Craighero et
al.,, 2008; Pozzo et al., 2006). Kilner e colaboradores expandiram essa idéia

mostrando que ndo apenas durante a observacdo de movimento de outra pessoa,
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mas também durante a preparagdo motora ocorre a ativagao do sistema motor em
individuos saudaveis.

No presente estudo, amputados unilaterais do membro superior nao
apresentaram resposta antecipatéria para movimentos da mao de um ator quando
era correspondente a amputada no paciente. Esse resultado indica que ou os
repertdrios motores do individuo amputado ou 0 acesso a esses repertorios estao
alterados. Esse fendmeno pode ser explicado tanto pela auséncia de informacdes
sensoriais em relacdo ao membro quanto pela modificagdo das transformacodes
sensorio-motoras impostas pela amputacéo.

Além disso, é possivel que a presenca de dor fantasma também tenha uma
influéncia no resultado. O grau de reorganizagdo do cortex somato-sensorial esta
correlacionado positivamente com a dor fantasma em pacientes apés amputagao
unilateral do membro superior (Flor et al., 1995). Soma-se a isso o fato de que o uso
de prétese mioelétrica ndo sé diminui as reorganizagdes em M1 apds a amputacgao,
como também esta relacionado com a diminuigdo da dor fantasma (Lotze et al.,
1999).

Além dessas modificagdes plasticas descritas em amputados, sabe-se que a
dor pode alterar a excitabilidade cortico-espinhal (Farina et al., 2001; Romaniello et
al., 2000; Svensson et al., 2003), modificar o centro de gravidade e volume da
representacdo de musculos (Tsao et al.,, 2008) e gerar até mesmo modificagcbes
estruturais no cértex humano, como, por exemplo, a reducéo da espessura de M1 no
hemisfério contralateral a dor neuropatica (DaSilva et al., 2008). Portanto, nao
podemos descartar o fato de que a presenca do membro fantasma doloroso nos
pacientes examinados no presente estudo possa ser, ao menos parcialmente,

responsavel pela supressao da antecipacdo motora encontrada.
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4 DISCUSSAO GERAL

Amputacado, lesdo nervosa periférica ou isquemia (capaz de induzir uma
deaferentagao transitéria) geram reorganizagées no cértex motor em um prazo de
horas ou até mesmo minutos (Huntley, 1997; Sanes et al., 1990; Ziemann et al.,
1998). Essas modificagbes provavelmente sdo mediadas por uma retirada da
inibicdo intracortical e o consequente desmascaramento de sinapses latentes
(Jacobs & Donoghue, 1991). Somam-se a essas alteragdes de curto prazo outras
modificagdes de médio e longo prazo. Entre elas estdo: mecanismos de potenciagao
de longo prazo e depressao de longo prazo (Garraghty & Muja, 1996; Hess &
Donoghue, 1994), brotamento axonal (rian-Smith & Gilbert, 1994a), aumento da
distancia das conexdes cortico-corticais dentro dos circuitos pré-existentes e além
deles (Kaas, 1991; rian-Smith & Gilbert, 1994b). Além disto, os resultados aqui
apresentados, referentes a perda da capacidade de antecipacdo do movimento de
outrem quando realizada em relagdo ao membro correspondente ao amputado, sao
um indicio de que essas alteracbes ndo devem estar restritas aos cortices primarios,

afetando também outras insténcias relacionadas a representagdo de movimentos.

4.1 Circuito parieto-frontal e as representacdes de movimento

Os cortices parietal e pré-motor possuem neurdnios capazes de responder a
diferentes modalidades sensoriais. Esses neurbnios s&o, por essa razdo,
denominados neurdnios multi-modais. S&o eles que permitem construir uma
resposta motora apropriada em relagdo a um objeto externo (Duhamel et al., 1998).
Para representar o espagco em torno do nosso corpo e, principalmente, nos permitir
atuar sobre este espaco, precisamos integrar as informagdes provenientes da visao,

propriocepcao, tato, sensagdes vestibulares e auditivas. Essa rede, principalmente o
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cortex parietal, possui um papel fundamental na transformacao das coordenadas
espaciais, provenientes das informacgdes sensoriais, em coordenadas centradas nos
efetores (Cohen & Andersen, 2002), através da computagdo dos chamados
“sistemas de referéncia” (reference frames). Um sistema de referéncia pode ser
definido como um conjunto de eixos que descreve a localizagdo de um determinado
objeto. O calculo dos diferentes sistemas de referéncia nédo é ftrivial e envolve
frequentemente a transformacdo de um determinado sistema de coordenadas
espaciais, por exemplo, o sistema retinotépico, em coordenadas apropriadas para a
realizacdo do ato motor, centradas no efetor. Além da transformacdo das
coordenadas sensoriais, 0 calculo do sistema de referéncias leva também em
consideragao os modelos internos do movimento, que consistem em um mecanismo
capaz de predizer as consequéncias de nossos proprios movimentos (Wolpert &
Miall, 1996).

Diferentes abordagens computacionais podem ser encontradas na literatura
para explicar o funcionamento do sistema capaz de gerar e gerenciar esse tipo de
modelo. Porém, de forma geral, trata-se de uma modelizagao da interagdo entre os
sistemas sensoério-motores e o mundo fisico (Kawato et al., 1987; Wolpert &
Ghahramani, 2000). Existem dois tipos de modelos internos: o inverso e o preditivo.
O papel do modelo inverso é o de gerar o comando motor adaptado a partir do
estado atual do sistema e do movimento desejado. O termo inverso se aplica para
indicar que a relacao causal entre o comando motor e o movimento € invertida. Para
exemplificar, podemos imaginar que precisarmos pegar um copo que esta
posicionado sobre uma mesa a nossa frente. Para atingir esse objetivo o modelo

inverso devera transformar as representacdes sensoriais das posicoes relativas do
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membro superior e do objeto em comandos motores com o intuito de realizar
adequadamente a agao (Wolpert & Miall, 1996).

O segundo tipo de modelo interno, o modelo preditivo, simula as
consequéncias de nossos movimentos sobre os sensores corporais € 0 ambiente
(Wolpert e Miall, 1996). Para esse objetivo, o conteudo do modelo preditivo usa uma
copia eferente dos comandos enviados para o controle do sistema musculo-
esquelético. Assim, o modelo preditivo usa uma copia da eferéncia motora para
prever suas consequéncias sensoriais (Wolpert et Miall, 1996).

O aprendizado dentro desse sistema poderia ocorrer tanto pela aquisicdo de
novos modelos de predigao (preditivo) como de novos comandos motores (inverso),
a partir do uso de mecanismos tais como: a imitacdo de movimentos, o reforco dos
resultados, a punicdo dos erros a partir dos sistemas de recompensa, e 0s
mecanismos de aprendizado “ndo supervisionado” (Wolpert & Flanagan, 2001), que
se encontram na interface entre a intencao e os sistemas motivacionais.

A utilizacdo desses modelos, inicialmente restrita ao controle dos préprios
movimentos no ser humano, foi posteriormente proposta dentro da compreensao dos
mecanismos ligados a observagao das agodes, incorporando a descoberta do sistema
espelho.

Conforme descrito na introdugao, a inferéncia sobre um movimento biolégico
nao esta ligada somente a mecanismos de extrapolagao visual (Nijhawan, 2008). Os
modelos internos da acdo contendo os detalhes cinematicos especificos dos
movimentos podem participar da interpretacdo das acdes realizadas por outrem
(Wolpert et al., 2003).

Mas de que forma o sistema espelho esta integrado ao conceito de modelos

internos?
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Marco lacoboni e seus colaboradores sugerem que os neurdnios espelho do
cértex pré-motor sdo uma interface crucial que permite a passagem de um modelo
inverso a um modelo preditivo.(lacoboni et al., 2005) A informagéo necessaria a
génese de um modelo inverso compreende o sulco temporal superior (STS), que n&o
estd ligado a execugao de movimentos, mas responde ao movimento biolégico
humano (Rizzolatti & Craighero, 2004) . As evidéncias anatomicas de conexdes
cortico-corticais diretas e indiretas dessa area com o cortex parietal e pré-motor
(Borra et al., 2008; Catani et al., 2005) suportam essa hipétese. Dentro desse
esquema, o STS teria o papel de fornecer uma descri¢cao visual de alto nivel da acao
observada e o circuito espelho fronto-parietal converteria a informacao visual em
informacdo motora (figura 25). As conexdes reciprocas entre essas areas
permitiriam, entdo, a génese de um modelo preditivo, capaz de predizer as
consequéncias sensoriais da agao percebida. Esse processo teria como base a

cépia eferente ligada ao movimento observado (Kilner et al., 2007; Miall, 2003).

o i
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Figura 24. Representacdo esquematica das relagbes entre os modelos internos
inversos e preditivo com o sistema espelho incluindo o cértex pré-motor, o lobo
parietal inferior e o sulco temporal superior de acordo com Kilner e colaboradores
(2007).

Wolpert e colaboradores (1998), no entanto, possuem um ponto de vista
diferente do proposto por lacoboni e colaboradores (2001) em relag&o a area cortical
responsavel pela elaboragdo da passagem entre o modelo inverso e o preditivo.
Enquanto o grupo de lacoboni acredita que o cortex pré-motor seja o responsavel
pela elaboracdo da predicdo (2001), o de Wolpert et al. (1998) propde que esse
papel seja desempenhado pelo cortex parietal.

Apesar das discussdes em relacdo ao papel especifico de cada uma das
areas, o esquema geral, compreendendo as areas fronto-parietais além do STS,
tornou-se recorrente na literatura (lacoboni et al., 2005; Miall, 2003; Oztop & Arbib,
2002; Rizzolatti & Craighero, 2004). Um numero crescente de autores defende o
sistema espelho como substrato fundamental da existéncia de modelos internos
(Fabbri-Destro & Rizzolatti, 2008). A capacidade de imitag&o ilustra a importancia
desse circuito no meio dos modelos internos, pois a imitagcdo € um mecanismo que
necessita da transformacdo de informagdes sensoriais em comandos motores
(modelo inverso) com o objetivo de reproduzir (modelo preditivo) a acdo observada.
A existéncia dos neurbnios espelho permite tais transformacdes sensorio-motoras

(lacoboni et al., 1999). Assim, a observagdo de movimento pode ser usada como

modelo para a execug¢ao desse mesmo movimento.

4.2 Plasticidade ap0s treinamento com visualizacdo de movimentos
Pacientes com alterac&o crbnica do controle motor devido a acidente vascular
isquémico, quando treinados com a observagao de movimentos, apresentam uma

melhora no desempenho e independéncia nas atividades de vida diaria. Essa
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melhora funcional esta relacionada a um aumento da ativagdo na rede parieto-frontal
do hemisfério ipsilateral a alteragdo motora durante a exploragdo de objetos. Esse
aumento é significativamente maior em um grupo de pacientes que praticaram a
observacado além da terapia convencional, com a execu¢do de movimentos, em
relacdo a um grupo controle, que realizou a terapia convencional e uma tarefa de
observagéo de figuras geométricas, ndo motoras (Ertelt et al., 2007).

A observacdo de movimentos também pode modificar as representacdes
centrais do membro apods lesdo nervosa periférica (Giraux & Sirigu, 2003). Pacientes
com lesdo completa do plexo braquial, que acarreta imobilidade e anestesia do
membro superior, possuem uma diminuicdo da representacdo da mao no cortex
motor primario. Giraux e colaboradores (2003) aplicaram um treinamento baseado
na observacdo de movimentos nesses pacientes. Para preparar os videos a serem
empregados, os autores filmaram a mao sadia do paciente realizando movimentos, e
reverteram esses videos no eixo vertical. Durante o treinamento, o video revertido foi
apresentado em uma tela plana posicionada acima do individuo. Essa tela era
refletida por um espelho localizado sobre o brago imobilizado do paciente, de forma
que o movimento observado do ponto de vista do paciente gerava a ilusdo de
pertencer ao membro imével (Figura 26 A) (Giraux & Sirigu, 2003).

Antes e apos o treinamento os pacientes foram submetidos a um exame de
fMRI enquanto tentavam movimentar o membro fantasma. Trés pacientes com dor
fantasma crénica realizaram a observagao de movimentos por 8 semanas e, desses,
2 apresentaram sinais de plasticidade em M1, medida através da técnica de IRMf,
associada a diminuigdo da dor. Nesses pacientes, foi identificado um aumento da
representacdo da mao em M1 em relagdo a encontrada em um primeiro exame,

realizado antes do inicio do protocolo experimental. Esses resultados indicam que a
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visualizacdo de movimentos é capaz de modificar as representag¢des no cortex motor
primario (Figura 26 B). Os autores relacionam os resultados a ativacdo da rede
parieto-frontal pelo feedback visual da agdo associado a tentativa do movimento

voluntario do membro (Giraux & Sirigu, 2003).

BEFORE TRAINING SWEERS AFTER

B . .

Figura 26. A) condigcbes do treinamento empregadas por Giraux e
colaboradores mostrando o posicionamento do paciente e a projecao dos videos em
uma tela plana posicionada sobre um espelho localizado a frente do individuo.
Durante a execucédo dos filmes o paciente recebia a informagao visual da sua mao
plégica (no caso do exemplo a mao esquerda) em movimento. B) IRMf de um
pacientes antes (esquerda) e depois (direita) do periodo de treinamento
evidenciando um aumento da representacdo da mao nesse individuo em M1.

Na presente tese os pacientes amputados ndo apresentaram predicdo de

movimentos baseada nos mecanismos da preparagdo motora. Logo, pode-se
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concluir que amputados crénicos desenvolvem alteragcbes das diversas areas
envolvidas com representacdes motoras.

Sendo assim, uma possivel explicagcdo para as modificacdbes nos mapas de
M1 apds o transplante de maos seria uma influéncia direta e/ou indireta do circuito
parietal-pré-motor. O restabelecimento das representagdes em M1 apds o
transplante de maos pode ter sido potencializado pela visdo dos movimentos, capaz
de ativar o circuito parieto-frontal, aliado aos comandos motores e intencdo de

movimento do membro.
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5 ESTADO ATUAL DOS PROJETOS E PERSPECTIVAS

Experimento 01:

Artigo mostrando reaparecimento da musculatura intrinseca da mao
submetido para a revista PNAS (anexo 2);

Testaremos na UFRJ mais voluntarios para o grupo controle da analise
de sobreposigao, com o objetivo de estabelecer melhor as relagdes e a
variabilidade delas em seres humanos sem nenhuma alteracao

periférica.

Experimento 02:

Artigo em preparacéo;

Avaliagdo da Possibilidade de testar mais voluntarios na UFRJ para
estabelecer melhor o efeito da presenca de movimento fantasma e/ou
dor fantasma sobre a capacidade de antecipacao.

Esta sendo realizado na UFRJ um estudo comportamental para avaliar
a capacidade de antecipacdo no decorrer de uma acdo motora em

amputados.

Plasticidade na conectividade cortico-medular (DTI, feixegrafia):

Esse projeto ndo foi incluido na presente tese por estar em fase final
da analise dos dados. Foi realizado o exame de 04 pacientes com
agenesia unilateral de membro superior, 05 controles e 02 pacientes
com transplante bilateral de maos em Lyon, Franca. A analise esta
sendo realizada em colaboragdo com a Unidade de Pesquisa do Labs

D’or.
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Abstract

The human primary motor cortex (M1) undergoes considerable reorganization in
response to traumatic upper limb amputation. The representations of the preserved arm
muscles expand, invading portions of M1 previously dedicated to the hand, suggesting that
former hand neurons are reassigned to the control of remaining proximal upper limb
muscles. Hand allograft offers a unique opportunity to study the reversibility of such long-
term cortical changes.

We used transcranial magnetic stimulation (TMS) in patient LB, who underwent
bilateral hand transplantation three years after a traumatic amputation, to longitudinally
track both the emergence of intrinsic (from the donor) hand muscles in M1 as well as
changes in the representation of stump (upper-arm and forearm) muscles. The same
muscles were also mapped in patient CD, the first bilateral hand allograft recipient.

Newly transplanted intrinsic muscles acquired a cortical representation in LB’s M1 at
ten months post-graft for the left hand and at twenty six months for the right hand. The
appearance of a cortical representation of transplanted hand muscles in M1 coincided with
the shrinkage of stump muscle representations for the left but not for the right side. In
patient CD, TMS performed at fifty one months post-graft revealed a complete set of
intrinsic hand muscle representations for the left but not the right hand. Our results show
that newly transplanted muscles can be recognized and integrated into the patient’'s motor

cortex.



Introduction

It is now well established that the adult brain is highly influenced by changes
occurring at the body’s periphery. Evidence from human and animal models show that,
when deprived of its afferent sensory input and/or its motor effectors, the primary sensory
(S1) and motor (M1) cortical regions undergo plastic modifications (1-10).

Traumatic upper limb amputation in humans produces life-long consequences.
Patients often report a global feeling that the missing body part is still present. This feeling
is frequently associated with specific sensory and kinesthetic sensations and pain in the
missing limb. Many patients further describe that the phantom limb can be moved
voluntarily (review in 11, 12).

Functional investigation of human M1 reorganization after amputation has
demonstrated that instead of becoming inactive, the hand area is now activated during
proximal limb movements (5, 13, 14), and that cortical stimulation of this region evokes
contraction of proximal upper-limb muscles (4, 9, 15, 16). In addition, face and forearm
motor representations which surround the representation of the missing hand have also
been shown to expand into the de-efferented cortex (16, 17), with the expansion of lip
movements into the former hand area correlating positively with the amount of phantom
limb pain (18). Studies employing TMS paired-pulse protocols have shown less
intracortical inhibition in the region corresponding to the amputated limb when compared
with the intact limb’s region (19, 20), suggesting that modulation of inhibitory cortical
circuits might play a fundamental role in M1 representational changes that follow
amputation. Much less, however, is known about the reversibility of such plastic changes
years after amputation.

Transplantation to replace the amputated body part (21) offers the opportunity to

study if and how grafted muscle representations are reintegrated in M1 and their effects on



the long term cortical changes provoked by the amputation. Functional magnetic
resonance imaging (fMRI) results from bilateral hand transplanted patients indicate that a
reversal of the long-standing amputation-induced reorganization is possible (14, 22). In
these studies, however, cortical reorganization was documented for hand movements
involving mostly non-transplanted (extrinsic hand) muscles. Thus, it is difficult to ascertain
whether and how the newly transplanted intrinsic hand muscles reacquire a truly functional
status in M1.

Precision hand movements depend on the ability to individuate movements of
particular fingers from a more fundamental multidigit grasping plan, a capacity provided by
motor synergies between intrinsic and extrinsic hand muscles that appears relatively late,
both in evolution and in individual development (review in 23). Without any possibility to
produce “real” fingers movements during the months or years following their amputation,
allograft recipients have to relearn the motor synergies between extrinsic and intrinsic
hand muscles underlying the individuated finger movements that are used in activities of
daily life. It remains unknown, however, if intrinsic hand muscles, so important for fine and
skillful hand movements, can be directly activated from M1 after allogratft.

In the present study we used TMS over both hemispheres of two bilateral hand
allograft recipients (LB and CD) to examine the M1 representational maps of intrinsic hand
muscles (transplanted from the donor: Abductor Digiti Minimi, ADM, Opponens Pollicis OP,
First Dorsal Interosseous FDI), and those remaining in the patient’'s upper limb after
amputation (Biceps Brachii BB, Flexor Digitorum Superficialis FDS). We also mapped the
superior border of the face muscle (Zygomatic Major, ZYG) because of its neighboring
representation with upper limb muscles in M1. In patient LB we further investigated the re-
emergence in time of these muscle representations and their spatial changes along the

central sulcus.



We used a fixed stimulation intensity design, which meant that the representation of
a given muscle was always examined using the same intensity of stimulator output. This
intensity was set during the first testing session at 110% of the threshold to evoke motor
potentials in that muscle after stimulating M1. In addition to the two allograft patients, three
normal subjects and one bilateral hand amputee (AD) whose laterality, age, and height
were matched with LB were also tested. For each studied muscle, motor evoked potential
(MEP) latencies and mean amplitudes were recorded using standard electromyographic
(EMG) techniques. To evaluate reorganization of muscle representations, mean MEP
amplitude values were used to build representational maps in M1 (24). The center of
gravity (CoG) of each map was also calculated and the distance of the CoGs with respect
to the midline was compared for different muscles at each testing session and for the

same muscle across time.



Results

Patient LB

LB was a 20-year-old right handed man when he suffered a traumatic amputation of
both hands in 2000 at the middle third of the right forearm and at the distal end of the left
forearm. He wore a right-side myoelectric prosthesis for three years and a bilateral one
during the last year before allograft, which was performed in April 2003. LB was tested

once before (-11 months), and four times after the graft (+2, +10, +17, and +26 months).
Representation of left arm and face muscles in patient LB

Left OP, ADM, and FDI representations, absent at +2 (at 99% of stimulator output,
data not shown), were observed for the first time in LB’s M1 at +10 (Figure 1). The CoGs
of the ADM and FDI representations shifted laterally between +10 and +26 months, while
the OP representation was slightly displaced in a medial direction over the same time
period (Table 1). Between +17 and +26 months and for all three intrinsic hand muscles
there was an increase in the number of scalp points from which larger mean MEP
amplitude values could be obtained, suggesting that intrinsic hand muscle representations
were robust in M1 from +10 onwards (Figure 1 and supplementary Figure 1). MEP
latencies were longer compared with those observed in normal subjects for these muscles
at +10, and although they shortened throughout time, they did not reach normal values
until +26 (Supplementary Table 1). Taken together, these results indicate that the
transplanted muscles on the left hand progressively regained a representation in LB’s
motor cortex.

One important issue is whether the cortical reactivation of intrinsic muscle
representations was paralleled by a reorganization of those muscles with neighboring
cortical representations, namely, proximal arm and face muscles. Before the graft, MEPs
were evoked in the left BB from a greater number of scalp sites than at +2, when no MEP

responses could be obtained in this muscle using the pre-graft stimulation intensity of



88%. MEPS could only be evoked at 95% of the maximal stimulator output
(Supplementary Table 2). The decrease in the number of scalp points from which
stimulation was able to evoke MEPs in BB even at a stimulation intensity of 95 % indicates
that the left BB’s representation shrank considerably after the graft, even before responses
could be evoked in any of the tested intrinsic muscles (Supplementary Table 1). This
suggests that even though peripheral connections to the intrinsic muscles were absent or
incomplete the cortex was undergoing plastic modifications as a consequence of the newly
present hand. Latency measurements further revealed that cortico-spinal conduction time
to the left BB was significantly shortened before (-11) and at +2 after the graft compared
with control subject latencies, but then returned to control values from +10 onwards
(Supplementary Table 2).

Post graft longitudinal evaluation of the left arm and face muscle representations
tested from +10 to +26 and plotted onto LB’s anatomical MRI are illustrated in Figure 1.
The left BB representation shrank over time, culminating with almost no MEP responses at
+26. The CoGs for the left BB shifted medially from +10 to +17, moving again laterally at
+26 (Table 2; note however that in the latter case the CoG was calculated from very few
MEPs). From +10 onwards, BB latency values were equivalent to those of normal
subjects. The left FDS representation was reduced in extent from +10 to +17 months,
regaining its original size at +26. FDS latencies at +2 were shorter than those observed in
control subjects (Supplementary Table 2). Finally, the border of the left ZYG
representation appeared to shift laterally from +10 to +17 and could no longer be mapped
at +26 using the same intensity as that used in the previous testing sessions (Figure 1 and

Supplementary Figure 1).
Representation of right arm and face muscles in patient LB

Figure 2 shows the evolution across time of LB'’s right muscle representations. The

right intrinsic hand muscle ADM was first mapped in M1 at +10 while FDI and OP



representations were only detected at +26 (Figure 2 and Supplementary Figure 2). As for
the left hand, MEP latencies for the right ADM were slower than those of control subjects
(Supplementary Table 1). For this muscle, however, a clear medial-lateral shift in the CoG
was observed across time (Supplementary Table 1).

Longitudinal changes in proximal arm and face muscle representations were also
tracked for right side muscles. Before the graft (-11), right BB mapping was performed at
99% of the machine output (Supplementary Table 1). No significant change in threshold
intensity or number of MEP points occurred for the right BB at +2 compared with -11
(Supplementary Table 2). In contrast to the clear reduction in the size of the left BB cortical
map across time, the right BB representation expanded between +10 and +17 (Figure 2),
but showed little change between +17 and +26 either in the area from which responses
could be evoked, or in the medio-lateral position of the CoG (Supplementary Table 2).The
right FDS representation had a threshold change at +17, when MEPs in this muscle could
only be evoked at 88% of the machine output, but it regained its previous form at +26. In
contrast with the left forearm and upper arm muscle representations, latency values were
stable for BB and FDS both when comparing pre- and post-graft values and when
comparing across post-graft evaluations (Supplementary Table 2). Finally, there was no
sign of a lateral displacement of the border of the ZYG representation, maximal MEP

values did, however, decline from +17 to +26 (Figure 2 and Supplementary Figure 2).

Taken together, these results confirm that intrinsic hand muscle representations
were reintegrated into LB’s M1, with this reappearance occurring later for the right than for
the left hand. Interestingly, despite the fact that LB was right-handed before the
amputation, and that after his amputation he used his prosthetic device mostly with his
right hand, hand preference shifted from right to left after the graft (Supplementary Video

1).



Patient CD

We had the opportunity to test CD, a 42-year-old right handed man who lost both
hands above the wrist level in 1996. He wore a bilateral myoelectric prosthesis for 3 years,
and received a bilateral hand allograft in January 2000. CD was tested in April 2004, 51
months post-graft.

Left intrinsic hand muscle representations were found in CD’s M1 for ADM, FDI, and
OP (Figure 3). Despite the presence of a representation of these muscles within M1, in
FDI and OP the average latency of the MEP responses was significantly slower than that
recorded in control subjects (Supplementary Table 1). For the right hand, as for LB, MEPs
in ADM and FDI could only be obtained with high stimulation intensity (98 % of the
stimulator output, Supplementary Table 1). Notwithstanding, no MEP responses were ever
observed in OP. Latency values for FDI and ADM were similar to those recorded in control
subjects (Supplementary Table 1).

The BB and FDS muscle representations in CD’s M1 were mapped at the same
stimulation intensity as that used to map the intrinsic hand muscles. For the left side, mean
latencies for both muscles were similar to those of control subjects (Supplementary Table
2). For the right side, however, reduced latency values were observed for both BB and
FDS (Supplementary Table 2). Finally, for both sides, the border of the ZYG
representation was clearly evident at +51 (Figure 3).

The results from CD confirm that transplanted intrinsic hand muscles can reacquire
a representation in the brain. Interestingly, in both patients LB and CD much higher
stimulation intensities were necessary in order to evoke motor potentials in right than in left
hand muscles, with the right OP representation showing a delayed re-emergence in M1
(LB) or an inaccessibility with standard TMS intensities at more than 4 years post-graft
(CD). CD’s hand motor performance can be viewed in Supplementary Video 2.

We wondered whether the asymmetrical upper limb and hand muscle

representational trend observed in both allograft patients (and present pre-graft in LB, see



Supplementary Table 1) was also present in a bilateral hand amputee. To address this

issue we tested patient AD.

Patient AD

AD was a 27-year-old right handed man who suffered from a traumatic bilateral
transmetacarpian amputation in April 2003. On both sides he lost his fingers and thumb
but part of his palm was preserved, including the intrinsic muscles ADM and OP. He was
tested in June 2006, 38 months post-amputation.

MEPs were recorded from left and right BB, FDS, ADM, and OP. No differences in
stimulation threshold, latency, or CoG values were observed between the left and right
sides, nor did this patient show any significant differences with respect to values obtained

from the dominant hand of control subjects (Supplementary Tables 1 and 2).
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Discussion

Cortical reorganization after allograft

Longitudinal evaluation of intrinsic hand muscle re-emergence using a fixed
stimulation intensity design revealed that transplanted hand muscles acquired a
representation in LB’'s M1. This co-occurred with shrinkage in the size of the left BB
representation and was also accompanied by a lengthening of the latencies for MEPs
evoked in this muscle. The picture was different for LB’s right side muscles, however, for
which higher stimulation intensities than those employed to map muscles of the left
hemibody were required to obtain MEPs. In addition, the re-emergence of right intrinsic
muscle representations was slower in time than for the left side, and the distance of the
CoG from the midline and MEP latency values for the right BB muscle representation
remained stationary. Similar to what was found for LB, TMS in patient CD revealed a left-
right asymmetry characterized by a much higher stimulation threshold for right compared
with left intrinsic hand muscles, an incomplete representation of right intrinsic hand
muscles, and a larger representation of right BB and FDS compared with the same
muscles on the left side of the body. In summary, in this study we were able to track in
time the appearance and stability of intrinsic hand muscle representations in M1 for patient
LB, and confirmed their accessibility in patient CD.

One may question whether the representational changes we observed in LB’s motor
cortex reflect true functional changes resulting from hand allograft. Previous experiments
in control subjects designed to specifically test the stability of representational map
parameters in longitudinal TMS designs indicate that most parameters are reliable across
time. In one early study Wilson et al. (25) found no significant difference in mean location,
area, and extent of the adductor pollicis brevis (APB) and the ADM representations when
mapping was repeated at intervals up to 181 days. Using a digital positioning system,

Mortifee et al. (26) showed that map area, size, and volume were reproducible when
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plotted twice over a period of several weeks. Later, Uy et al. (27) also showed that area,
volume, and centre of gravity of maps of three intrinsic hand muscles tested four times do
not change significantly over time. No significant difference in motor threshold was found
when a large cohort of healthy subjects was reexamined over various time points ranging
from 19 min to 1867 days (28). In stroke patients (29), moderate to good test—retest
reliability for TMS measurements of motor threshold, map area, location, and stimulus—
response curves were reported for FDI, APB, extensor digitorum communis (EDC), and
flexor carpi radialis (FCR) muscles, although with higher consistency for forearm than for
intrinsic hand muscles. Finally, centre of gravity, latency, and threshold measurements are
also stable upon retesting in upper-limb amputees, with map volume being the least
reliable of the tested parameters (C. Mercier, personal communication), possibly due to
the known variability of MEP amplitude at the perimeter of the map (26). Taken together,
these experiments indicate that the TMS parameter changes observed to occur
longitudinally in the present study could plausibly be associated with plastic reorganization
induced by allogratft.

TMS studies of M1 reorganization following peripheral injury have clearly
established that the stimulation intensities required to evoke MEP responses are strongly
affected by amputation-induced deafferentation (4, 9). MEP latency reduction has also
been described for stump muscles in amputees, correlating inversely with the extent of a
given muscle’s representation in M1 (4, 19). The decreases in threshold observed for
stump muscles are associated with a greater recruitment, either direct (D) or indirect (l), of
pyramidal neurons, which results in larger excitatory postsynaptic potentials in spinal
motoneurons, thus explaining both the enlargement of the motor map and the decrease in
latency values (4). Conversely, a reduction in the size of representational maps

(associated with an increased mapping threshold) coincides with increased latencies and
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greater cortico-cortical inhibition (and thus fewer D and | waves), leading to less
summation of excitatory postsynaptic potentials at spinal motoneurons.

Chen et al. (19) used a TMS paired pulse paradigm to show that lower limb
amputees have significantly less intracortical inhibition in the cortex contralateral to the
amputated side when compared with the intact side. Similar results were observed by
Schwenkreis et al. (20) in forearm amputees. Both authors suggested that these changes
might underlie the expansion of map size that occurs for those muscles that remain after
amputation. Likewise, the latency effects and the representational extent dynamics
observed in the present study for intrinsic hand, upper arm, and face muscle
representations might be correlated with changes in intracortical inhibition that followed
hand allograft. In conclusion, reinforcing the consensus from classical studies conducted in
animal models that part of the activity-dependent representational plasticity might arise by
some combination of ‘unmasking’ of widespread, but normally sub-threshold connections
(30), TMS studies performed in humans suggest that inhibitory modulation of cortical
circuits might play a fundamental role in M1 representational changes like those observed
here after hand allograft. Further studies in allograft patients employing paired pulse
techniques might shed more light on the exact mechanisms underlying the M1

reorganization described here.

Intrinsic hand muscle reorganization

Results obtained in patients LB and CD indicate that left intrinsic muscles (from the
donor), which are extremely important for fine and skilful hand movements, can be directly
activated from M1 after allograft. Interestingly, mapping of the right intrinsic hand muscles
was only possible with high stimulation values. For patient LB, right FDI and OP muscle
representations were only observed at 26 months after the graft, and for CD, there was a

complete absence of MEP response in the right OP at 51 months after the gratft.
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A straightforward hypothesis to explain the lack of TMS corticospinal activation in
LB and CD'’s right intrinsic hand muscles might be the partial sensory and motor re-
innervation of the transplanted hands. It has been shown in primates that complete
peripheral nerve section followed by reconnection results in a reshuffling of primary
somato-sensory cortex (S1) digit representations, suggesting that the re-growth of severed
peripheral sensory nerves is often an imprecise process (1). Therapeutic amputation of the
hand in monkeys is followed by a large-scale reorganization of the somato-sensory
pathways (6), and an extensive sprouting of cortico-cortical connections is observed in S1
after peripheral injury (7), indicating that the somato-sensory system is engaged in a
massive reorganization after a peripheral lesion. Previous studies in human unilateral
upper-limb replant recipients suggest that sensory re-innervation often remains incomplete
even after many years (31). However, fMRI results indicate that the restoration of afferent
input (albeit incomplete) leads to activation in the region corresponding to the hand
representation in S1 (14, 32, 33). Likewise, results gathered in patient CD (34) and in
upper-limb amputees whose arm nerves were redirected to chest muscles (35) indicate
that peripheral and central pathways remain viable even after prolonged periods of
amputation-induced disuse, and that somatosensory circuits of the human brain readily
reintegrate peripheral information pending its availability.

From the motor side, once again the lack of a precise reconnection in the periphery
after a hand allograft could seriously impair the emergence of plastic changes at the cortex
associated with functional skill reacquisition. For instance, in monkeys with amputated
segments, de-efferented motoneurons preserve their functional efficacy by innervating
more proximal muscles (36). If central pathways survive de-efferentation and de-
afferentation, the latent sensory-motor circuit might be functionally ready for the graft so
that the intrinsic hand muscle representations could be reactivated in the recipient’s brain

as soon as some portion of the peripheral connections are reestablished (12, 16, 37).
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Accordingly, fMRI studies indicate that hand allograft results in changes in movement-
related cortical areas (14, 22, 32, 38). In patient CD hand allograft has been shown to
overthrow the long-standing amputation-induced reorganization in M1 (14). However, in
this study cortical reorganization was documented for flexion and extension movements
mostly involving extrinsic hand musculature, and there was no clear data related to cortical
plastic changes specifically associated with intrinsic hand muscle function. Recording from
intrinsic muscles of a unilateral hand transplanted patient, Lanzetta et al. (39) reported the
first signs of voluntarily driven electromyographic (EMG) activity in the ADM at eleven
months post-transplant. One month later, a first motor unit train was also identified in APB
and OP muscles, and after 15 and 24 months, in the FDI and the first lumbrical muscles,
respectively. A similar time course was found by Schneeberger et al. (40) in a bilateral
hand transplanted subject: six months after transplantation electromyographic signs of
reinnervation were observed in the left ADM. One year after transplantation, reinnervation
was also seen on the right hand in ADM and bilaterally in APB. Furthermore, stimulation of
the ulnar nerve produced compound motor action potentials in left side muscles earlier
than in right side muscles. These results are similar to ours in time scale, and in light of our
findings we suggest that intrinsic hand muscle representations in M1 can be voluntarily
accessed as soon as the sensory-motor loop is reactivated.

The relearning of finger movements is most likely another major factor influencing
re-expansion and stabilization of the M1 hand representation. Finger movements that
transplant recipients can perform immediately after graft are very different from the
movements of an intact hand, and motor function gains are slow and require the subject to
actively retrain fine hand movements. LB and CD were submitted to intense (twice a day)
and varied rehabilitation training during the first year after the graft, continuing twice a
week subsequently (41). Thus, intensive physical rehabilitation for the grafted muscles

probably influenced the degree and range of reorganization found in M1, expanding the
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plastic possibilities of the hand allograft. Finally, another factor that could influence
sensori-motor plasticity after allograft is feedback provided by vision. Severely
deafferented patients rely almost exclusively on visual feedback to control their hand
movements (42). Moreover, in long standing amputees, the vision of a virtual image of the
missing limb that goes along with voluntarily driven phantom movements can induce
plastic changes in M1 and reduce phantom pain (43). Since patients had continuous visual
access to their transplanted hands, viewing the hands moving probably helped to improve
hand motor function after allograft and this in turn may have had an impact on motor

cortex reactivation.

Upper arm muscle reorganization

In both LB and CD MEPs were obtained from the left BB with lower stimulation
intensities than those needed to obtain MEPs in the right BB, with this left/right asymmetry
present in LB even before the graft. These results are intriguing, since in normal subjects
stimulation levels necessary to evoke MEP responses are generally lower for the dominant
hand (44, 45) but see (46). Furthermore, we observed no such asymmetry in the bilateral
amputee AD, suggesting that in LB and CD it was not due to the bilateral amputation per
se. A possible explanation for this left-right asymmetry in LB even before the graft might be
that the reorganization of the right side non transplanted muscles was limited by prolonged
and frequent use of a myoelectric prosthesis with the dominant right arm. It has been
shown that prosthesis use is associated less reorganization in amputees (47). Since
amputation-induced reorganization is often characterized by a disinhibition of existing
circuits, the use of a prosthesis with the right arm might have reduced reorganization of the
left motor cortex, thereby resulting in a higher stimulation threshold for right than the left

upper limb muscle representations both before and after the gratft.
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Although no TMS testing was performed before the graft in CD, one could suppose
that, being right handed, he had also developed a preference for the right prosthesis.
Thus, for both patients, left—right asymmetry after bilateral allograft could be the result of
asymmetric prosthesis use before the graft, which reduced post-graft reorganization within
the hemisphere contralateral to the dominant hand. Before the amputation both CD and LB
had one limb slightly shorter than the other, but in both cases the muscles used to drive
the left and right myoelectric prostheses where the extensor digitorum communis (to open
the hand) and the FDS (to close the fingers), ruling out an asymmetry in the M1 plastic
response to allograft as a result of distinct left-right differences in prosthesis control. After
the transplant, differential use of the two hands might also have contributed to the
asymmetric hand representation found in M1 for both patients. Functional evaluations
performed in LB revealed that two point discrimination, proprioception, and grasping
improved more on the left than the right hand during the first year after the graft, but
sensori-motor performance was considered symmetric at two years post graft, despite a
clear preference for use of the left hand (41). In patient CD, however, sensitivity recovered
slightly more on the right side and this was accompanied by better global sensori-motor
function when compared with the left hand at 6 years after the graft (41). Thus, hand
performance after the graft was clearly biased asymmetrically towards the left side for LB
but not so for CD. As such, we cannot rule out the possibility that the hemisphere
contralateral to the dominant hand is more ‘hard wired’ (and thus less plastic) in the
context of a bilateral hand allograft. Left-right asymmetries observed post graft could,
therefore, reflect the sum of lateralized use of the prosthesis and a possible reduced
plasticity for the hemisphere contralateral to the dominant hand.

Based on the results from both the longitudinal evaluation of patient LB and the
one-off testing performed in patient CD, we propose that in both patients there was a

tendency for the left arm muscle representations that remained after the amputation to
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approach normal physiological values after the graft. The reduced MEP latencies and
expanded maps for the left intrinsic hand muscles suggested to us that for this arm the
reversal of the expansion of the proximal muscle representations (induced by amputation)
occurred in parallel with the reinstallation of hand motor repertoires throughout the course
of post graft rehabilitation. On the right side, the failure of the proximal muscle
representations to return to control values after transplantation coincided with an
incomplete reinstallation of intrinsic hand muscle representations in M1, maybe reflecting a
dysfunction in the reestablishment of this hand’s sensori-motor loop. Whether the left-right
asymmetry that we observed is due to a superior peripheral reconnection for the left
compared with the right hand, to other plastic factors intrinsic to brain reorganization
processes induced by hand transplant, or to preexisting laterality differences, remains an

open question.

Conclusion

Using TMS in two former amputees who received double hand allograft, in patient
LB we observed the gradual reappearance of intrinsic hand muscle representations in the
motor cortex with distinct time courses for left and right muscle representations. We also
observed a set of intrinsic hand muscles in patient CD with a left/right asymmetry similar to
that observed in LB. Although it is not yet possible to precisely define how the quality of
the peripheral reconnection interacted with central factors in determining the degree and
extent of functional gain after hand allograft, we conclude that the process of motor cortical
plasticity extends to the recognition of newly transplanted muscles in order to build novel

limb motor synergies.

Material and Methods
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This protocol was approved by the local ethical committee (CPP, Centre Léon
Berard, Lyon, France). Subjects sat comfortably in a chair and wore an EEG 10/20 cap
(Electrocap International Inc.) with a set of predefined stimulation points while surface
electromyographic (EMG) activity was simultaneously recorded through independent
channels from a combination of up to four of the muscles of interest (BB, FDS, OP, FDI,
ADM, and ZYGO). Before each testing session, we identified the scalp point
corresponding to that of the central zero (CZ) electrode from the International 10-20
system which was used to position the cap on the subject’'s skull. TMS pulses were
delivered to scalp points overlying M1 using a Magstim 200® stimulator with a 70mm
figure-of-eight coil placed tangential to the skull, oriented sagittally, and with the handle
pointing downwards. This coil orientation was used systematically in all the testing
sessions and together with the co-registration system ensured between-session reliability
of stimulation sites. All the stimulation intensity values used to map each of the tested
muscles are indicated in Tables 1 and 2 (see also supporting information). Before
mapping, the optimal location for stimulation of the muscle of interest was found by
stimulating the scalp region overlying the pre-central sulcus. Motor threshold (MT) for that
muscle was defined as the minimal intensity of stimulation at the optimal location that
elicited motor evoked potentials (MEPs) larger than 50 pV in at least 50% of trials.
Stimulation intensity was then set at 110% of the intensity threshold to evoke MEPSs in that
muscle and each scalp point was stimulated 6 times. Mapping was performed by
stimulating each point on the grid overlying the sensori-motor cortex until no responses
were elicited in any of the four muscles.

After the stimulation, the mean MEP amplitudes were measured (see supporting
information) and used to create a functional map plotted onto the 3-dimensional brain
image. MEP values between stimulation points were interpolated and the position of the

center of gravity (CoG) of the interpolated map was computed with respect to the midline
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with weights given by the MEP values (24). We compared patients’ MEP latencies with

those recorded in normal subjects using a Z-score analysis with the p value set at 0.05.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1) Mean motor evoked potential (MEP) amplitudes recorded at each stimulated

point and projected onto LB’s 3-dimensional brain image. Longitudinal progression
of LB’s left Abductor Digiti Minimi (ADM), First Dorsal Interosseous (FDI),
Opponens Pollicis (OP), Biceps Brachialis (BB), Flexor Digitorum Superficialis

(FDS), and Zygomatic major (ZYG) representations at ten, seventeen, and twenty

22



six months after graft. The amplitude of the recorded MEPs at each coil location is
coded using a color map from blue (smaller MEP) to red (larger MEP). Black dots
correspond to no MEP response at that stimulation intensity, and white dots, to

threshold change.

Figure 2) Mean motor evoked potential (MEP) amplitudes recorded at each stimulated
point and projected onto LB’s 3-dimensional brain image. Longitudinal progression
of muscle representations from LB’s right side (see the legend of Figure 1 for further

information).

Figure 3) Mean motor evoked potential (MEP) amplitudes recorded at each stimulated
point and projected onto CD’s 3-dimensional brain image. CD’s left and right
hemibody muscle representations (see the legend of Figure 1 for further

information).
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SUPPORTING INFORMATION
METHODS
Threshold mapping definition

For patient LB, the stimulation intensities employed to map the non-transplanted
muscles BB and ZYG were set pre-graft, and those of FDS were defined at +2 post graft.
The intensity used to map the transplanted intrinsic hand muscles was the same as the
intensity used to map with the BB, FDS, or ZYG muscles (see also table 2). The muscle
with the stimulation threshold closest to the stimulation intensity at which TMS-induced
MEPs were first detectable in intrinsic muscles was chosen as the reference for that
intrinsic muscle. For CD, the threshold for the intrinsic hand muscles was determined and
the stimulation intensity used to examine the representations of both transplanted and
non-transplanted hand muscles was set by reference to this threshold (table 1). For AD,
the stimulation intensity used to examine each muscle representation was set by reference
to each tested muscle’s threshold. For control subjects, intrinsic hand muscle stimulation
intensities were set, as for LB, with reference to either the FDS or the BB, depending upon
which of these two muscles had a stimulation threshold closest to that of the intrinsic hand
muscle’s threshold. The same stimulation intensity was employed throughout time
whenever this same muscle was tested. In the absence of any MEP responses for a given
stimulation intensity, a higher intensity value was established for that muscle on that
testing day by systematically increasing the stimulation intensity in 5% steps until a MEP
response was obtained.

During post-graft examinations we could precisely localize the position of the TMS
coil relative to the patient’s brain by acquiring an anatomical magnetic resonance image
(MRI) that was subsequently used during the TMS session to guide positioning of the coill

in real time (1). This was done at the beginning of the experiment by measuring the 3-D



location of 200 points on the scalp with an electromagnetic position sensor (Polhemus
Isotrack Il ®) and co-registering the subject's MRI with the actual position of his head.

EMG recordings were made with surface Ag/AgCl electrodes. EMG signals were
amplified and band pass filtered (20-1000 Hz, Neurolog Instruments; Digitimer Ltd). The
signal was then digitized at a sampling rate of 5000 Hz (CED 1401 interface; CED Ltd) and
stored on a desktop computer for offline analysis. Custom-made Matlab® software
(Mathworks) was used to measure in a semi-automatic manner MEP latencies and peak-
to-peak amplitudes. This MATLAB program was devised to detect any fluctuation of the
EMG signal above baseline within 50 ms after the TMS stimulation pulse. Whenever the
automatically detected fluctuation was also identified by visual inspection as a MEP, its

peak to peak amplitude and latency were measured and stored.

1. Noirhomme, Q. et al (2004) Registration and real-time visualization of transcranial
magnetic stimulation with 3-D MR images. IEEE Trans. Biomed. Eng. 51, 1994-

2005.

LEGENDS OF SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Figure 1) Raw MEP examples from LB'’s left Abductor Digiti Minimi
(ADM), First Dorsal Interosseous (FDI), Opponens Pollicis (OP), Biceps Brachialis
(BB), Flexor Digitorum Superficialis (FDS), and Zygomatic major (ZYG) representations
at two months before the graft and at ten, seventeen, and twenty six months after graft.
Each panel shows an overlap of the six responses evoked by stimulation at or near the
hotspot for a given muscle. The Y-axis units are in mV. Note that MEPs from the same
muscle are on the same scale but different muscles have different scales. The X-axis
shows 125 ms of EMG activity; 25 ms before the TMS pulse and 100 ms after. The

vertical line represents the time at which the TMS pulse was delivered.



Supplementary Figure 2) Raw MEP examples from LB’s right Abductor Digiti Minimi
(ADM), First Dorsal Interosseous (FDI), Opponens Pollicis (OP), Biceps Brachialis
(BB), Flexor Digitorum Superficialis (FDS), and Zygomatic major (ZYG) representations
at two months before the graft and at ten, seventeen, and twenty six months after graft.
Each panel shows an overlap of the six responses evoked by stimulation at or near the
hotspot for a given muscle. The Y-axis units are in mV. Note that MEPs from the same
muscle are on the same scale but different muscles have different scales. The X-axis
shows 125 ms of EMG activity; 25 ms before the TMS pulse and 100 ms after. The

vertical line represents the time at which the TMS pulse was delivered.

Supplementary Table 1) Stimulation parameters and results obtained for left and right
intrinsic hand muscles; opponens pollicis (OP), Abductor Digiti Minimi (ADM) and
First Dorsal Interosseous (FDI) of grafted patients LB, CD, bilateral amputee AD, as
well as control subjects. Bold denotes Z score from comparison with normal values.
n.r. denotes muscles for which there was no MEP response. n.t. denotes muscles

not tested. n.e. denotes a non existent muscle.

Supplementary Table 2) Motor evoked potential (MEP) latency values (ms) for Biceps
brachialis (BB) and flexor digitorum superficialis (FDS) of LB, CD, AD, and control

subjects (see the legend of Supplementary Table 1 for further information).
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TABLE 1) STIMULATION PARAMETERS AND RESULTS FOR OPPONENS POLLICIS (OP), FIRST DORSAL INTEROSSEOUS (FDI) AND ADDUCTOR DIGITI MINIMI (ADM).

. . . CD CD AD AD
OoP LB left hemibody LB right hemibody left Right | Left Right Controls (n=4)
Time (months) +2 +10 | +17 | +26 | +2 | +10 | +17 | +26 | +51 | +51 Bge:;’frte Bge:;’frte ADA** | CT* | ME* | sSS
% of max. machine output 95 88 88 88 99 99 93 99 82 98 80 75 71 82 66 69
Number of sites from which nr. 25 27 | 25 | nrn n.r. nr. 2 11 n.r. 17 33 20 26 | 17 | 33
MEPs were evoked..
Center of gravity nr. 40 32 | 37 | nr n.r nr | 34 | 31 nr. | 411 | 429 29 46 | 33 | 25
(mm from midline)
Mean Latency (ms) n.r. 33.63 |[34.24|30.40 n.r. n.r. n.r. [38.50| 27.68 n.r. 26.34 | 28.39 23.55 |23.31|23.53| 24.74
(SD, ms) nr 0.94 217 | 15 n.r. n.r. n.r. 0.1 0.85 n.r. 0.51 0.63 0.62 0.32 | 0.08 | 0.85
. . . CD CD AD AD
FDI LB left hemibody LB right hemibody left right Left Right Controls (n=3)
Time (months) +2 +10 +17 | +26 +2 +10 +17 +26 +51 +51 Before | Before ADA*** CT** ME
graft graft
% of max. machine output 95 82* 82 82 99 93 93 93 82** 98** n.e. n.e. 71 82 71
Number of sites from which nr. 12 8 | 26 | nr nr. 0 7 7 11 | ne. | ne 28 24 29
MEPs were evoked.
Center of gravity n.r. 32 20 | 39 | nr n.r nt | 28 | 25 41 | ne. | ne. 30 42 28
(mm from midline)
Mean Latency (ms) n.r 43.37 |39.24|33.41 n.r n.r. 41.10 |35.21| 27.33 | 26.15 n.e.. n.e. 23.57 24.37 25.34
(SD, ms) n.r. 0.99 1.67 | 2.09 n.r. n.r. 3.26 2.24 1.07 2.27 n.e. n.e. 0.82 0.6 1.12
. . . CD CD AD AD _
ADM LB left hemibody LB right hemibody Left Right Left Right Controls (n=2)
Time (months) +2 410 | 417 | +26 | +2 | +10 | +17 | +26 | +51 | +51 | Before | Before SSwe CT*
graft graft
% of maximal machine output 95 82* 82 82 99 93 93 93 82** 98** 77 70 69 82
Number of sites from which |, - 12 9 | 28 | nr 9 6 31 | 22 15 23 35 24 27
MEPs were evoked.
Center of gravity n.r. 35 30 | 43 | nr 17 23 | 37 | 29 38 | 372 | 432 31 45
(mm from midline)
Mean Latency (ms) n.r 32.12 (33.0830.72| n.r. 36.73 | 31.06 [30.50| 24.94 | 25.08 | 25.96 | 27.75 24.49 23.04
(SD, ms) n.r. 1.04 1.24 | 2.09 n.r. 2.35 1.98 1.56 1.85 1.51 0.67 0.66 1.07 0.91

* Stimulation intensity set by reference to the OP threshold. ** Stimulation intensity set by reference to the FDS threshold *** Stimulation intensity set by reference to the BB threshold



Table 2) STIMULATION PARAMETERS AND RESULTS FOR BICEPS BRACHIALIS (BB) AND FLEXOR DIGITORUM SUPERFICIALIS (FDS)

. . . CD CD AD AD Controls
BB LB left hemibody LB right hemibody left right left right (n=3)
Time (months) -11 | +2 +10 | +17 | +26 | -11 +2 +10 | +17 | +26 +51 +51 Bgerf;)frte Bgerf;)frte ADA SS ME
Final St'm”'(f}/f)')o” Intensity | gg | o5 | 88 | 88 | 88 | 99 | 99 | 99 | 99 | 99 | 82+ | o 76 75 71 69 66
Number of sites from
which MEPS were evored. | 33 | @ | 22 | 20 | 4 | 17 | 17 | 14 | 21 | 18 6 22 8 30 8 8 16
Center of gravity nt|nt | 35 | 30 | 43 | nt | nt | 25 | 23 | 23 | 34 36 33.5 39.8 28 23 26
(mm from midline)
Mean latency ( ms) 163'4 13.74 | 15.19 | 15.42 | 13.92 | 16.63 | 15.56 | 15.33 | 16.15 | 15.95 | 15.88 | 12.80 | 14.70 15.97 | 14.78 | 16.01 | 16.01
(SD, ms) 1.82] 094 | 068 | 0.85 | 1.60 | 1.87 | 2.40 | 056 | 1.61 | 0.79 | 1.95 | 1.2 1.30 0.89 068 | 072 | 051
. . . CD CD . Controls
FDS LB left hemibody LB right hemibody left right AD left AD right (n=3)
Time (months) -11 | +2 +10 | +17 | +26 | -11 +2 +10 | +17 | +26 +51 +51 Bgerf;)frte Bgerf;)frte ADA*** | SS*** ME
Final St'm”'(i‘/z')o” ntensity |t | 82 | 82 | 82 | 82 | nt | 80 | 80 | 80 | 80 | 82+ | o8 80 70 71 67 55
Number of sites from
which MEPS wers evored. | Mt | 36 | 20 | 3 | 22 | nt | 24 | 13 | 0 | 12 6 5 28 35 27 30 18
Center of gravity nt|nt | 37| 2 | 40 | nt | nt | 20 | nr| 20 | 31 44 38.2 428 28 35 31
(mm from midline)
Mean latency (ms) nt |16.85(19.34| 20.3 [19.91| n.t |18.87|19.73|19.23|18.51| 17.65 | 17.01 | 20.46 18.38 | 19.34 | 20.02 |20.59
(SD, ms) nt | 1.04 | 082 | 037 | 069 | nt | 1.04 | 200 | 1.44 | 1.43 | 252 | 1.21 1.46 0.57 | 1553 | 145 | 0094

* Stimulation intensity set by reference to the OP threshold. ** Stimulation intensity set by reference to the FDS threshold *** Stimulation intensity set by reference to the BB
threshold
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Musica
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