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RESUMO

No presente trabalho estudamos o padréo de prgj¢g@anicas e corticais para o cortex
parietal do gamb®idelphis auritaatravés de injecdes de tracadores fluorescentegyratios
nas areasomestésicas primaria (S1) e caudal (SC). Parateawar as bordas rostral e caudal de
S1, as caracteristicas eletrofisiologicas e artjuiteas de S1 e SC também foram descritas no
cortex parietal anterior desta espécie A marcagdolac retrograda no cortex e no talamo
mostrou que S1 e SC apresentam padrdes de congstémod entre si. A area S1 apresenta
conexdes intrinsecas e recebe projecdes de ouwas éorticais somestésicas, tais como SR e
SC. ProjecOes a partir das areas somatossenseciaidaria (S2) e parietal ventral (PV) foram
raras. Por outro lado, a area SC recebe projegidicais das areas somestésicas, visuais,
auditivas e do cortex frontal, sugerindo um proasssito multimodal nesta regido. As conexdes
talamicas para a areal surgem do nucleo “somestésico” talamico verdeslal (VB), e dos
ndcleos'motores” talamicos ventral lateral (VL), ventraitarior (VA) e ventral medial (VM). A
area SC também recebe projecdes deVWIBe VA, além de grupos talamicos que ndo projetam
para S1 (grupo posterior). As projecOes talamicasoras para S1 e SC sugerem haver um
processamento de informagdes cerebelares em asldasas, sem necessariamente caracteriza-
las como coértex motor. Este padrdode projecdo widerno gamb®idelphis aurita pode
representar a organizacdo primodial do sistemadsermotor dos mamiferos, onde éareas
envolvidas com o processamento multimodal e mta@,como S1 e SC, poderiam ter originado
as areas sensorio-motoras observadas atualmentaio@a dos mamiferos existentes.



ABSTRACT

We studied the pattern of thalamic and corticajgmimons to the parietal cortex of the opossum
Didelphis auritausing injection of fluorescent neurotracers intonary (S1) and caudal (SC)
somatosensory areas. The electrophysiological aciit@ctonic characteristics of these areas
were also described in the anterior parietal cortedefine the rostral and caudal borders of S1.
The retrogradely labeled neurons showed a distitiep of cortical projections in S1 and SC. S1
receives intrinsic projections and from adjacenhamsensory areas, such as SR and SC. The
projections from the secondary (S2) and the vergealetal (PV) somatosensory areas were
sparse. On the other hand, SC receives projectfoms frontal, visual, auditory and
somatosensory cortex. The thalamic conections tar®le from the somatosensory ventral basal
thalamic nucleus (VB) and from the ventral lat€kdl), ventral anterior (VA) and ventral medial
(VM) motor thalamic nuclei. SC also receives pragts from VB, VL, and VA. The motor
thalamic projections to S1 and SC suggest that Aaghs participate in the processing of motor
information. However, this last result does notraffthe existence of a primary motor area
overlapped with S1. The organization of S1 and $0idelphis auritaopossum may represent
the ancestral neocortical organization, where mmaitial and motor primordial areas, such as S1
and SC, originated sensory-motor areas in mosewotlyrliving mammals.
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1. INTRODUCAO

N&o raramente, observamos atletas e musicos sudperarpectativas ao mostrar
habilidades sensorio-motoras surpreendentes queanwate se diferem de alguns
comportamentos estereotipados e simples de outersiferos. A diferenca nas habilidades
sensorio-motoras entre as espécies de mamiferoeocem parte, pela morfologia e fisiologia
de cada espécie. No entanto, sabe-se que a org@mida encéfalo e do neocértex desempenham
uma participacdo especial na execucdo e aperfegggandestas habilidades (KAAS, 2008;
KAAS, 2004).

O neocortexé uma estrutura de seis camadas que cobre o lkendéfamamiferos e que
esta envolvida em uma série de fungbes complexfaBRODMANN, 1909, pag. 17). Esta
estrutura é considerada uma das caracteristicas macantes da evolucdo do encéfalo dos
mamiferos e foi subdividida nos humanos e outrosifieos por Brodmann (1909) em “6rgdos
de processamento” funcionalmente diferentes, chaméddareas corticais Cada area cortical,
por sua vez, se conecta com outras areas e couatuestr subcorticais, formando assim, os
sistemas corticais Sabe-se atualmente, que algumas areas cortxaistdma somatossensorial
possuem tanto fungbes somatossensoriais como mqAAS e STEPNIEWSKA, 2002 ). A
maneira como 0s sistemas sensoriais € motor irteragracteriza a natureza das habilidades
sensorio-motoras de uma espécie de tal maneira, pgdemos estimar suas capacidades
conhecendo sua organizacao cortical (KAAS, 2008).

Estima-se, atualmente, que o encéfalo humano tewtis de 200 areas corticais, e que
muitas destas areas estariam envolvidas no prouessa sensorial e motor (KAAS, 2008). Em

contraste, acredita-se que as espécies ancesbssgigm um encéfalo pequeno em relagdo ao
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seu peso corporal, e aparentemente sistemas s@ss®rmotores mais simples, composto de
poucas areas corticais (KRUBTIZER, 1995; KRUBITZERKAAS, 2005; KAAS, 2008, 2004;
CATANIA, 2005).

Mas como teria, entdo, o encéfalo alcancado difeseniveis de complexidade ao longo
da evolugdo? Embora esta seja uma pergunta difécise responder por completo, algumas
respostas podem ser obtidas estudando-se os Sstemsoriais e motor de mamiferos existentes

e analisando fosseis ancestrais.

1.1 Reconstruindo a evolugédo do neocortex nos maetibs

Durante um determinado tempo, de 1880 a 1920, eeounma intensa atividade da
paleontologia interessada na evolucdo do céreldd (BR e HODOS, 1996). Inicialmente, as
informagfes obtidas através dos fosseis de mamiartigos, como area e volume encefélico,
foram muito utilizadas para estudos evolutivos (BBR e HODOS, 1996). Entretanto,
considerando somente fosseis do cranio, poucoddénssdo fornecidos para se entender a
organizacao interna do encéfalo. Isto ocorre poooérebro ndo se fossiliza e as informacdes de
interesse sdo obtidas indiretamente através dasamdeixadas na superficie interna do créanio,
com pouca ou nenhuma informacéo acerca das suas@dss, arquitetura e organizacao cortical
(KAAS, 2008; KAAS, 2002; KAAS e COLLINS, 2001a).

As primeiras tentativas de se reproduzir um mogata o encéfalo do mamifero ancestral
a partir das espécies existentes, utilizaram éravitjuase-filogenético(CLARK, 1959; KAAS,
2002). Segundo este critério, as espécies sadficdadas em niveis de complexidade, criando-se
uma sequéncia evolutiva de acordo com a presencietdeminadas caracteristicas encefalicas

consideradas primitivas ou nédo (SMITH, 1924; CLARKQ59). Entretanto, levando-se em
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consideracdo que as espécies existentes ndo possragieristicas encefélicas unicamente
primitivas ou unicamente derivadas, esta idéiardgrpssdo no encéfalo em uma Unica direcdo —
do simples para o mais complexo — ndo corresponealidade (KAAS, 2002).

A andlise cladistica é a alternativa mais confidwelestudo da evolucdo do encéfalo
através da comparacdo das espécies existentes (K2@(2), pois classifica os animais de
acordo com suas relacdes filogenéticas, que saabedstidas pela similaridade das
caracteristicas compartilhadas entre as espegespando-as em grupos taxondmicos. Neste
sistema de analise, as espécies sdo ordenadas efadagrama ou dendrograma e se encaixam
em ramos (como em uma arvore), cada qual repremEntam grupo taxonémico ou uma
espécie, explicitando as distancias filogenéticaieas grupos (KAAS, 2002).

Dois principios elementares sdo usados na andédéstica: acomparacao dos grupos
externose oprincipio da parciméniaAs comparacdes feitas com grupos externos séinadas
entre espécies ou grupos distintos, sejam elagefieticamente distantes ou proximos (BUTLER
e HODOS, 1996).

No principio da parcimoénia, as hipoteses geradisgrelise dos grupos ou espécies, sdo
baseadas no menor niumero de transformacdes pessite as especies estudadas (BUTLER e
HODOS, 1996). Assim, para investigarmos se umamé@tada caracteristica pertenceu ou néo a
uma suposta espécie ancestral, sua frequénciacsntliferentes grupos taxonémicos é analisada.
Seguindo o principio da parcimbnia, uma caracteaigt dita homologa entre as espécies, quando
observada em todas ou na maioria das espéciesadatugém um grupo taxonémico. Esta
caracteristica é, entdo, considergiasiomorfica, pois, pelo principio da parcimdnia, teria sido

mantida ao longo da evolucédo a partir da espédiesanal (BUTLER e HODOS, 1996). Deve-se
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levar em consideracdo que a hiptese mais simglascenoniosa provavelmente sera a correta,
mas ela ndo é uma garantia da melhor hipétese.

Observe a Figura 1 abaixo. Uma determinada cafstitar“+” (a existéncia de uma area
cortical, por exemplo) estd presente nas espécje§ A D, mas ndo em B. O principio da
parcimdnia sugere que o ancestral comum de A esByiria a caracteristica “+” (poisC e D a
possuem) e que B a teria perdido no seu processotiee. Mas é possivel que este ancestral
tenha apresentado esta caracteristica e que aiespdseqlente tivesse perdido antes de B
aparecer. Outra possibilidade, € que o ancestral deB ndo tivesse esta caracteristica e A
tivesse a desenvolvido independentemente. Noteegias Ultimas hipdteses sugerem um maior

numero de mudancas do que a primeira, consideradasgparcimoniosa.

Figura 1. Cladograma mostrando a distribuicdo de ura caracteristica “+” entre espécies

existentes.
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Conforme ilustra a Figura 2, as areas corticaimgmias, envolvidas com o processamento
sensorial visual, auditivo e somestésico, estaseptes nos principais subgrupos dos mamiferos,
COmMo 0S marsupiais, euterianos ou placentariosidres, primatas e carnivoros) e prototerianos
(ornitorrinco e echidna) (KRUBITZER, 2007). Sugeee-entdo, segundo o principio da
parcimlnia, que a presenca destas areas nos n@snieistentes seja uma caracteristica
plesiomorfica, mantida nas espécies a partir doifeaonancestral comum.

As caracteristicas particulares de determinadagcess) que ndo sdo amplamente
distribuidas no cladograma, supostamente teriamidunindependentemente (ELDREDGE e
CRACRAFT, 1980; WILEY, 1981). Este deve ser conside um caractergpomorfico, pois é
uma especializacdo que estava ausente no ancewdto.

Um problema frequientemente defrontado com o usarnddise cladistica decorre dos
procedimentos experimentais necessarios parauwdossigue muitas vezes inviabilizam o uso de
muitas espécies, permitindo conclusées que naeteefl a evolucdo real de uma determinada
estrutura (KAAS, 2002). Na pratica, tem-se acespowas especies para a observacdo. Uma
alternativa ao uso indiscriminado de numerosascespéaseia-se na comparacao de um nimero
restrito de espécies escolhidas como representdetasm grupo taxondmico com base nos
critérios “quase-filogenéticos” (KAAS, 2002).

A partir destes conhecimentos e conceitos basiocbee o uso da anadlise cladistica no

estudo da evolucéo, iremos definir o que caraetarina area cortical, para em seguida mostrar
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guais areas corticais sensoério-motoras provavebkrestariam presentes no mamifero ancestral e

qgual delas surgiram ou se perderam nas espécieagmdo processo evolutivo dos mamiferos.

PLANO COMUM DE ORGANIZACAO CORTICAL

DOS MAMIFEROS
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Figura 2. Arvore filogenética ilustrando a relag&o entre osampos corticais comuns entre os

trés grandes grupos dos mamiferodModificado de Krubitzer, 2007.
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1.2 Areas corticais topograficamente organizadas

As areas corticais sensoriais podem possuir umagseptacao sistematica da superficie
sensorial, assim como uma representacdo motonaolisentos corporais. Esta representacao e
chamada de mapa cortical (KILLACKEY et al., 1996hm relacédo a estes mapas, observamos,
por exemplo, que existe uma forte correlacdo enperiferia sensorial receptora e sua projecao
para a regido cortical correspondente, o que chasamke organizacdo topografica
(KILLACKEY et al.,, 1995). Nas organizacdes topogra$, as projecbes a partir de um
determinado grupo de receptores periféricos agrigmmrdenadamente para a mesma regiao
alvo no mapa cortical, e podem ser observadas r@scpes do talamo para o cortex, nas
projecdes entre areas corticais, ou entre o caregexestruturas subcorticais (KILLACKEY et al.,
1995).

Observamos tal topografia nos mapas corticaisgtpicos ou visuotopicos (do sistema
visual), tonotopicos (do sistema auditivo) e somdgticos (do sistema somatossensorial)
(KILLACKEY et al.,, 1995). Nestes mapas, pode ocoree processamento segregado de
determinadas caracteristicas do estimulo sensowddd, como a localizacdo espacial e
submodalidades sensoriais (KAAS, 1997).

Inicialmente, varios autores acreditavam que aroegcdo topografica era de pouca
significAncia para o processamento cortical e ingatiael com a s fun¢des associativas exercidas

pelo neocortex (KAAS, 1997). Atualmente, predommarincipio de que a topografia seja
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necessaria para a discriminacdo sensorial, pogparacdo espacial da atividade dos neurbnios
dentro dos mapas topograficos seria importante palacalizacdo e distingcdo de estimulos
separados nas superficies sensoriais (KAAS, 1997).

Os neurdnios localizados na mesma regido topogrébccortex costumam se comunicar
intensamente durante o processamento de uma irgdomsensorial ou motora (ALLMAN,
1999). A comunicagdo entre neurdnios funcionalmem@acionados em um sistema nao
topograficamente organizado poderia resultar emexdes mais longas e densas do que nas
organizacdes topogréficas. Desta maneira, sugegewsea organizacdo das areas corticais em
mapas topograficos poderia também representar ameafecondémica para conectar neurénios
com funcdes semelhantes (ALLMAN, 1999).

As primeiras demonstracdes de mapas topograficosortex sdo antigas (ALLMAN,
1999). Em 1740, Emanuel Swedenborg observou quendisiadas fibras surgiam dos érgdos
sensoriais se conectavam indiretamente com o ¢a@tgue outras fibras surgiam do cortex e se
direcionavam aos musculos do corpo (ALLMAN, 199®mbora tenha sido ignorado,
Swedenborg j& sugeria em sua época a existénaiandeorganizacao topografica para o cértex
motor, com o controle dos musculos do pé localizzmsalmente no cértex e dos musculos da
face no cortex ventral (ALLMAN, 1999).

No entanto, as idéias subsequentes sobre as sfmfivcorticais em modulos, propostos
em 1810 por Franz Josef Gall e Johann Spurzhemmarmm-se mais conhecidas (ALLMAN,
1999). Eles propuseram que o encéfalo seria fetodjdos responsaveis por tracos da
personalidade, tais como: humor, concentracao, voéeia e tenacidade. Esta teoria foi

chamada por Spurzheim de frenologia (estudo daaphemntmbora tenha sido largamente aceita
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na época, nao tinha apoio em nenhum dado expeaimeatobservacdo clinica (ALLMAN,
1999; STRIEDTER, 2005).

A identificacdo direta de um mapa topografico naed sé foi realizada em 1860 por
John Hughlings em pacientes epiléticos (ALLMAN, 999Ele concluiu, com base em suas
observacdes clinicas, que os musculos do corpo eraresentados no encéfalo em uma regiao
especifica. Este mapa foi confirmado em 1870 pakmées Gustav Fritsh e Eduard Hitzig. Eles
descobriram o cortex motor estimulando a superficiencéfalo de um cachorro e observando os
movimentos do corpo gerados por esta estimulac@mo®©pesquisadores também contribuiram
para a descricdo de mapas motores em outros aniocsau® David Ferrier (responsavel pela
primeira publicacdo de um mapa cortical) (ALLMANOD).

Os famosos trabalhos de Charles Sherrington, Ogogt e Wilder Penfield foram
prioneiros em descrever a magnificacdo das repiegies corticais da mao e face nos grandes
macacos e humanos, mostrando que estas partegpo ampam uma grande area no coértex
motor (SCHIEBER, 2001; ALLMAN, 1999).

Posteriormente, em 1930, vieram os amplificadoresrémicos e 0s osciloscopios
permitindo o registro da atividade elétrica do @drtOs primeiros registros eletrofisiologicos
foram realizados por Edgar Adrian e Clinton Woosleg regido cortical adjacente ao cortex
motor (ALLMAN, 1999). Eles nomearam esta regida@dgex somatossensorial (soma em grego
= corpo), pois ela era ativada p or estimulacdoamea da superficie do corpo. A representacao
cortical de uma determinada regido da superficipazal era identificada pela sucessiva
movimentacdo dos eletrodos pela superficie cortisial década de 70, Jon Kaas, Michael
Merzenich e seus colaboradores identificaram petma® 4 mapas corticais representando a

superficie corporal no cértex somatossensoriakitegpas (ALLMAN, 1999).
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Outros mapas corticais, desta vez relacionadostans visual, foram descritos também
no século XX. O primeiro mapa topografico do cortégual primario foi descrito pelo
oftalmologista Tatsuji Inouye durante a primeiraega mundial (ALLMAN, 1999). A
organizacao topografica deste mapa foi sugerida lzage nos déficits visuais apresentados por
soldados atingidos durante os combates. A regidoaler representacao cortical observada por
Tatsuji foi a regido central da retina, em detritoesta periferia retiniana (ALLMAN, 1999). S6
na década de 1960, Jon Kaas e John Allman reatizara mapeamento do cortex visual
utilizando microeletrodos (de maior resolucédo eigphado que os eletrodos de superficie) e
observaram que o sistema visual ocupa no cortexregido mais extensa do que inicialmente

observado e que era composto de muitas outrascoemsis (ALLMAN, 1999).

1.2.1 Critérios de delimitacdo de areas corticais

Conforme pudemos observar no item anterior, aiiiagdo de mapas corticais pode ser
realizada por diferentes métodos, incluindo registetrofisiologico e eletroestimulacéo, além de
observacées clinicas. E importante notar, que itérios utilizados para a delimitacdo de uma
area cortical e de um mapa cortical nem sempretapopara um mesmo resultado. Cada método
de subdivisdo possui suas fraquezas e, por siosi& pao ser conclusivo para a demarcacao de
uma determinada area. Por isso, para se delinitar a&rea cortical, varios métodos de estudo
devem ser considerados (KAAS, 1983).

Inicialmente, a analise da arquitetura cortical @rarincipal método de delimitacdo de
areas corticais. Um dos estudos mais conhecidds wampo foi realizado por Brodman, em
1909, no cortex cerebral de mamiferos de todas rdens ¢f. BRODMANN, 1909;

STRIEDTER, 2005). No entanto, outros pesquisadtagthém descreveram a arquitetura de
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areas corticais em diferentes espécies e muitargdincias surgiram a respeito das bordas
propostas por eles (KAAS, 1987). Comparar limiteguéetdnicos entre espécies € uma tarefa
dificil, visto que existe uma variagdo da morfologortical muito grande entre espécies distintas
(cf. BRODMANN, 1909). Alem disso, uma borda arquitet@nevidente para um pesquisador,
pode ser considerada por outro pesquisador comovariagao dentro da area ou um a distorgéo
provocada por um sulco. Outro problema evidentee @ neocortex pode ser subdividido em
varios campos funcionais, e que a analise arquitgiéevidencia apenas algumas destas bordas
(KAAS, 1983).

Resolvendo este problema, as técnicas de registestienulacdo eletrofisioldgica
permitiram uma delimitacdo mais acurada das sukiiiei corticais. No entanto, 0s primeiros
experimentos de eletrofisiologia utilizaram somesltdrodos de superficie, que poucos detalhes
revelavam sobre os mapas corticais (KAAS, 1983). sébdivisdes corticais refinadas sé
puderam realmente ser compreendidas com o registstimulacdo cortical através de eletrodos
mais finos (microeletrédios) do que os anteriogesapazes de penetrar toda a espessura cortical.

Além disso, cada éarea cortical possui um padraprdgecdes particular que pode ser
observado através de técnicas neuroanatdomicass Estaicas podem ser utilizadas apos a
delimitagc&o eletrofisiolégica de uma area ou coéumita auxiliar na caracterizacdo de uma area
cortical através do conhecimento das suas conegfefarme ocorrera em nosso estudo (KAAS,
1983). A identificacdo do cortex visual primariol)Mé unissona entre os diversos métodos de
delimitac@o das areas corticais. Por isso, 0s mesnitérios usados para se delimitar V1 servem
de referéncia para as demais areas corticais (KASS). Estes critérios incluem:

1) uma citoarquitetura distinta (com um padrao gwizacdo celular Unico);

2) uma representacdo da metade contralateral darfgetou da superficie sensorial);
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3) um padr&o unico de conexdo com estruturas a@t&csubcorticais;
4) um Unico tipo de processamento (sensorial) e
5) deficits especificos ap6s lesdo ou remocaoemem questao.

1.3 Plano comum de organizac¢éao cortical dos mamifes

Antes de compreender como e quais modificacbeseeon no encéfalo ao longo da
evolugcdo dos mamiferos, € preciso ter em mentarglsusdades existentes entre as espécies até
agora estudadas. As areas corticais comuns aogr&édes ramos dos mamiferos (prototerianos,
metaterianos e euterianos), provavelmestérzeram presentes no ancestral comum e fazem part
de um plano comum de organizacdo cortical dos neaosif (KAAS, 1983, 2004, 2008;
KRUBITZER, 1995, 2007).

A existéncia de um plano basico cortical é umaataristica importante na organizacéo
do neocoértex. Embora seja possivel modificar o tdioanumero, forma e organizacao interna
de algumas areas corticais, os estudos de neuwgl@otomparada sugerem que a eliminacao
completa de algumas areas ou a formacao de umplawo ndo seria possivel sem alterar outros
eventos envolvidos na formagdo de outras areagasriKRUBITZER, 1995). Um exemplo
disso é a presenca do cortex visual e da via rg@miculo-cortical mesmo em mamiferos
subterraneos com visdo quase inexistentes, conaiootopeira (KRUBITZER, 1995, 2007).
Estes roedores possuem os olhos reduzidos e colmmtaima pele, e seu sistema visual s6 é
utilizado para fungdes circadianas (KRUBITZER, 2007

Ao longo da extensdo do neocértex, campos de pacento sensorial especificos e um
OU mais campos motores parecem estar presentesamaiandos grupos dos mamiferos
(KRUBITZER, 1995, 2007; KAAS e COLINS, 2001b; KRUBIER e KAAS, 2005). Entre

estes campos estdo o cortex visual primario, s@samsorial primario e auditivo primario - V1,
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S1 e Al, respectivamente (KRUBITZER, 1995, 2007 A&A 1983; KAAS e COLLINS, 2001b;
KRUBITZER e KAAS, 2005). A proposta de homologiastdes areas entre espécies de
mamiferos existentes é sustentada pelas similasdatiservadas na organizacéo topografica,
estrutura arquitetdnica, padrdo de conexdo entt&@amo e o cortex e preferéncia para um
determinado tipo de estimulo (KRUBITZER, 1995).

Até recentemente, acreditava-se que estas areas avainicas preservadas entre 0s
mamiferos. Entretanto, o plano comum de organizegéaal parece ser mais complexo do que
se supunha originalmente. Outras areas foram tBsgriais recentemente nos prototerianos e
metaterianos, tais como: a area somatossensotiahd@ia (S2), area parietal ventral (PV), um
campo somatossensorial rostral (R, DS ou 3a), unpeamotor (M ou M1), um campo auditivo
além de Al e um campo visual secundario (V2). N@ram quando comparado em diferentes
espécies, estes campos possuem as mesmas cdreasetépograficas e o mesmo padréo de
conexdes e organizagao arquitetdnica; o que nositeeadmitir que eles sdo homédlogos entre as
espécies estudadas e que nao surgiram indepengatéenmas diferentes linhagens.
(KRUBITZER, 1995; KAAS e COLLINS, 2001b)

A Figura 2 ilustra um cladograma com o0s princifggiigoos taxondmicos dos mamiferos e
suas especies representantes. Nota-se que apaneasas V1, S1 e Al estdo presentes tanto em
mamiferos com encéfalos menores, como 0 gambap4esminho, camundongo e prototerianos
(ornitorrinco e echidna), quanto nos mamiferos deéflo complexo, como os primatas. E
possivel observar que, conforme o encéfalo aundmttamanho em algumas espécies, novas
areas corticais s&o “adicionadas” ao longo do gsievolutivo. E 0 que ocorre nos primatas. A

area temporal média (MT) é ativada por por estimulsuais em movimento (KAAS e
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COLLINS, 2001b), e pode ser notada em todos os gbaisn representantes da figura 2,

caracterizando-a como um caractere comum a egte geimamiferos.
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1.3.1 Cortex somatossensorial

Em varias espécies de mamiferos, a ativacdo dexc8dmestésico pela via espino-
talamica, por meio da estimulacdo dos mecanorreEpicutaneos superficiais e profundos,
além dos receptores profundos cinestésicos (pragptores localizados nos tenddes,
articulacdes e musculos) e visceroceptores (KAA®4Y Esta ativacdo, ocorre atraves das
aferéncias vindas da periferia sensorial, quetagi@®na medula espinhal e o tronco encefalico
para fazerem sinapse com um neurdnio de segundenpalqual pode estar nos nucleos gréacil
e cuneiforme, ou nos nucleos da via trigeminal (KAR004). Informacdes espino-talamicas
dos neurdnios da lamina 5, nocirreceptores, teeneptores e outros neurénios associados com
a interocepcao na lamina I, projetam para o nuel@mico VPi (CRAIG e ZHANG, 2006).

Conforme ilustra a figura 3, a maioria dos mamgeparece possuir a0 menos cinco
areas somatossensoriais: S1, S2, PV e duas baedaérigx somatossensorial localizadas
rostral e caudalmente a S1 (SR e SC, respectiveln@RUBITZER, 1995; KAAS, 2004;
KAAS e COLLINS, 2001b). Até mesmo espécies de aaloépequeno, como o gamba
Didelphis virginiana parecem possuir cinco campos somatossensorihisSFS SC, S2 e PV
(Figura 3) (BECK et al., 1996).

No entanto, em algumas espécies, a area PV nacspbdeéstinguida de S2 (CATANIA
et al., 1999). As areas SR e SC muitas vezes s#o esireitas ou até mesmo ausentes em
alguns animais (CATANIA et al., 1999). Estas duasag sdo conhecidas por realizar conexdes
densas com S1, embora ndo respondam claramenteestiosulos somatossensoriais em
mamiferos anestesiados (CATANIA, 2000). Somentepeimatas estas respostas sdo mais
evidentes, permitindo a caracterizacdo das arestsare caudal & S1 como éarea 3a e 1,
respectivamente (Figura 3). Nos primatas do Vellmdo, o cértex somestésico possui uma

sexta area bem caracterizada, caudal a area ladhate area 2 (Figura 3)
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Figura 3. Organizacdo do cortex somatossensorial de mamiferosomparacdo entre o
gamba (marsupial) e o macaco da noite (primata)Nota-se que o neocortex do gamba
apresenta um menor numero de areas corticais do qaecértex do macaco da noite (vista

dorsolateral e aplainada, respectivamente). Matificde Kaas, 2004.
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(PADBERG et al., 2005). A homologia entre a areadeao-primatas e as areas 1 e 2 ainda
ndo estd bem caracterizada.

Inicialmente, a area S1 foi definida pela eletioftgia como uma representacao
somatotdpica Unica da superficie corpod WOOLSEY e FAIRMAN, 1946; WOOLSEY,
1958). No entanto, posteriormente foram reconheaigsta regido dos macacos quatro campos
arquitetonicamente distintos: as areas 3a, 3b,2lde Brodman (Figura 3) (KAAS, 1983).
Segundo Jon Kaas (1983), somente a area 3b doseosguade ser comparada com a area S1 de
mamiferos ndo-primatas (KAAS, 1983). Ambas as a&h® 3b sdo caracterizadas por 1)
representar os receptores cutaneos da superfigerabcontralateral; 2) serem o principal alvo
de projecdes do nudcleo ventral posterior (VP ou V@) talamo (principal nucleo

somatossensorial); 3) possuir uma camada IV beendebl/ida (KAAS, 2004).

1.3.2 Cortex visual

Embora o niumero de areas visuais varie muito estnmamiferos, todas estas espécies
possuem ao menos a area V1, e, provavelmente, tamlddea V2 (Figura 2). Segundo Rosa e
Krubitzer (1999), os roedores possuem uma areaatétal a V1, ao invés de varias areas
menores como se acreditava inicialmegfeROSA e KRUBITZER, 1999). Além disso, a area
V2 foi descrita recentemente em uma espécie deupiatgDasyurus hallucatys o que indica
sua presenca em um largo nimero de mamiferosgyvpbmente também no ancestral comum

dos mamiferos (ROSA, et al., 1999).

1.3.3 Cortex Auditivo
As informacfes obtidas sobre o cortex auditivo s@o suficientes para se caracterizar

guais areas sao comuns a maioria das espéciereniostra a Figura 2, somente a area Al
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tem sido identificada consistentemente (KRUBITZHB95; KAAS e COLLINS, 2001b). No
entanto, a representacao tonotopica do cortexiamiditimario parece nao seguir um plano
comum de organizacdo. No porco-da-india, a reptas&n de baixas frequéncias de som
encontra-se localizadas rostralmente e as defed@i$éncias caud almentef.(WALLACE et

al., 2000), enquanto que em gerbils esta repregEamtaostra-se organizada de maneira oposta
(cf. BUDINGER et al., 2001b).

Sabe-se que algumas areas auditivas sao tambénsemsdtriais. Nos roedores, por
exemplo, o campo auditivo secundario dorso-rostrasponde também a estimulos
somatossensoriaisf( WALLACE et al., 2000). Outro campo secundario,readcaudomedial
(CM), também responde para ambos os estimulos iaglite somatossensoriai<t.(
SCHROEDER et al., 2001). Nenhuma homologia foi Hdgepara estas areas, uma vez que nao
existem estudos suficientes para concluir o quendum a varios mamiferos e o que é uma

caracteristica especifica de uma determinda esfi€aitS e COLLINS, 2001b).

1.3.4. Areas multimodais

Conforme observamos na Figura 2, até o momentastad areas comuns entre os trés
grandes grupos dos mamiferos sdo de processam@niodal, ou seja, estdo envolvidas em
uma unica modalidade sensorial.

Na maioria dos mamiferos, uma forma rudimentar @éex parietal posterior parece
estar presente, sugerindo que este cortex terggdsuprecocemente na evolugdo do enceéfalo e
se mantido em varias espécies (PADBERG et al., )20D5cortex parietal posterior € uma
regido grande do cortex localizada entre os caropaigais somatossensoriais rostralmente e os
campos visuais localizados caudalmente (PADBER®EBITZER, 2006). Esta regido difere-

se das areas sensoriais puras e € consideradaspe@atizacdo de alta-hierarquia do sistema
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sensorio-motor pelos seguintes motivos: 1) aprasemespostas a mais de uma modalidade
sensorial, geralmente possuindo neurénios que poegmonder tanto a estimulos somestésicos
guanto visuais; 2) a microestimulacdo de algumeasato cortex parietal posterior de primatas
induz a movimentos defensivos, agressivos e den@dcde objetos (STEPNIEWSKA et al.,
2005; COOKE et al.,, 2003); 3) estas areas est@nsamente interconectadas com areas
sensoriais somestésicas e visuais, e com os cangioses frontais (PADBERG et al., 20@%,;
RIZZOLATI e FADIGA, 1998).

Segundo Kaas (1987), a adicdo de novas areasaiowia longo da evolucéo do cérebro
parece ter se baseado na adicdo de novas areaedaisme ndo pela adicdo do cOrtex
multimodal. Mais estudos sdo necessarios pararggroar a presenca de uma area multimodal
homologa ao cortex parietal posterior em todosropas de mamiferos e se tracar uma linha de

evolucao para esta regiao.

1.3.5 Areas motoras

A presenca de um coOrtex motor primario (M1) é wiaate entre os mamiferos
placentarios (KAAS, 2004; KARLEN e KRUBITZER, 200Nestes mamiferos, a area M1 é
caracterizada por: 1) projecdes talamicas origisguacipalmente do nucleo ventral lateral
(VL); 2) projecdes corticais de S2/PV, SR, SC; 8ulas de Betz ou piramidais gigantes na
camada V e auséncia de uma camada IV Obvia, cerartéo-o como cortex agranular; e 4) um
mapa de movimentos da face até o membro posteramados por eletroestimulagdo (KAAS,
2004).

Entretanto, nos mamiferos ndo-placentéarios a pcasge um cortex motor primario com

estas caracteristicas é questionavel. Nos marsupi@i exemplo, a area M1 néo foi localizada e

alguns autores sugerem que o cortex somatossdrsgjaaesponsavel pelas fungcdes motoras
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(ver proximos itens) (KAAS, 2004; BECK et al., 199%6ARLEN e KRUBITZER, 2007). Em
alguns prototerianos, como o echidna, a area Mdcpascupar uma regido separada dec81 (
LENDE, 1964; ULINSKY, 1984; KRUBITZER, 2005). Nonanto, no ornitorrinco, outro
prototeriano, os primeiros estudos eletrofisiolégisugeriram uma sobreposi¢do parcial desta
area com S1 (BOHRINGER e ROWE, 1977). A presencadaude M1 no mamifero ancestral

sera discutida adiante.

1.4 Mudancas que podem ocorrer no encéfalo das diéates espécies de mamiferos
Embora possamos propor com uma relativa segurant@lano comum de organizagao
cortical entre os mamiferos, uma analise detalldmlaneocortex de diversas espécies nos
permite estabelecer algumas diferencas nesta aegdw cortical. Essas variacdes, em geral,
estdo associadas as diversas especializacdes ogichd e comportamentais apresentadas por
cada espécie em seu processo evolutivo (KRUBITZERS, 2007; KRUBITZER e KAAS,
2005; KARLEN e KRUBITZER, 2007; CATANIA, 2005).
A Figura 4 ilustra as principais variacdes feriotip observadas entre as diversas
espécies de mamiferos (KRUBITZER, 2007):
1) mudancas no tamanho do neocortex;
2) mudancas no tamanho e forma das &reas corticais;
3) mudancas na organizacao interna de uma area tortica
4) aparecimento de modulos em uma area cortical,
5) aparecimento de novas areas corticais;
6) mudancas nos padrdes de conexdes das areas sorticai
Nos proximos itens iremos descrever algumas teoeagolvendo as modificacbes e

mecanismos de evolucado das areas corticais.
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Figura 4. Tipos de mudancas que ocorreram no neocortex dos méeros. Modificado de

Krubitzer, 2007.



36

1.4.1 Mudancas no tamanho das areas corticais

As areas corticais sofreram modificacdes em searthmdurante o processo evolutivo de
cada espécie. Duas hip6teses principais tém sisloutitias a respeito de como estas areas
cerebrais mudaram individualmente seu tamanho aeocda evolucdo dos vertebrados
(STRIEDTER, 2005).

Considerando que as diferentes espécies de arapraisentam comportamentos especificos
e que determinadas areas cerebrais estdo relaapra@stes diferentes comportamentos, é
possivel que ao longo da evolugcdo, as regides regselienham se especializado
independentemente, de maneira a refletir o0 compento especializado das espécies. A esta
hipétese chamama@solugcdo em mosaic(STRIEDTER, 2005).

No entanto, ndo se pode ignorar que as areas aeredstdo interconectadas entre si
formando uma rede complexa de processamento, ondia que mudancas no tamanho de
uma area podem provocar modificacbes em outras,acegue chamamos de evoluggo
concerto(KRUBITZER, 2007; STRIEDTER, 2005).

Alguns estudos fisiologicos tém demonstrado cogfeda entre 0 aumento do tamanho das
areas cerebrais e habilidades sensoriais altanuggenvolvidas. O mecanismo pelo qual
maiores areas resultam em um melhor processamastmibrmacdes sensoriais e motoras foi
inicialmente definido por Harry Jerison em 1973 mancipio de propriedade de massa
(STRIEDTER, 2005).

Esse principio de propriedade de massa sugeretiadeacomparacdoes entre especies, que a
importancia de uma funcéo na vida de cada espéderg ser refletida pela quantidade absoluta
de tecido neural para a funcdo na espécie. Issoémnimplica que, dentro de uma espécie, a
massa relativa de tecido neural associada conedifes funcdes esta relacionada a importancia

desta funcéo na espéce. JERISON, 1973, pag. 8-9).
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Se considerarmos o tamanho absoluto de determinegides, essa afirmacao pode néo ser
correta. Pequenas regides do encéfalo podem apesen processamento de informactes
menor, mas ainda sim, podem desempenhar um papgeirtante na vida do individuo
(STRIEDTER, 2005). O nucleo supraquiasmatico, panglo, € um dos menores grupos
celulares em relacdo ao tamanho absoluto do eocéfla entanto, por ser fundamental na
manutencdo do “reldgio biologico” interno, o tamamteste nlcleo € muito conservado entre as
espécies e parece ser importante na vida do ogaifS8TRIEDTER, 2005).

Uma alternativa a analise do tamanho absoluto skastaeras cerebrais é a analise do
tamanho proporcional, ou seja, quao grande € urrates em comparacdo ao resto do
enceéfalo ou neocértex (KRUBITZER, 1995, 2007; KRUBER e KAAS, 2005; CATANIA,
2005). Esta comparacéo, quando feita entre espéiderentes, pode indicar a importancia de
uma regido no comportamento da espécie.

Com base no conceito de tamanho relativo citamadtasacdes corticais que ocorrem
no tamanho ocupado por um sistema sensorial nexcaeé uma area cortical e na organizacao
interna desta area (Figura 5). As trés espécieslast na figura (camundongo, gamba e
morcego) possuem aproximadamente o mesmo tamarsupdeicie cortical, mas a quantidade
do cortex devotada a um determinao sistema sehsmiga de acordo com o uso de
determinados receptores sensorais pela espécieBKRRER e KAHN, 2003).

O ornitorrinco € um outro exemplo classico ondeeespizacbes da morfologia
periférica parecem influenciar na magnificacdo deas corticais e na especializacdo de
representacdes corticais (Figura 6). A area Sledasimal ndo s6é ocupa uma regido
proporcionalmente maior no neocoOrtex do que assarad e Al, como também e
proporcionalmente maior do que em outros mamifdKRUBITZER, 1995, 2007). Esta

expansdo de S1 no ornitorrinco esta relacionadaersidade dos eletrorreceptores e
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mecanorreceptores localizados no bico. A magmifioa cortical de outras areas
somatossensoriais do ornitorrinco, tais como agsdre(somestésica rostral) e S2/PV, reforcam
a importancia do sistema somatossensorial neséxiestpNao obstante, a representacao cortical

do bico ocupa quase 90% da area S1, conformesaladtigura 6.

1.4.2 Mudancgas no numero de areas corticais

No inicio da neurociéncia evolutiva, acreditavagse o encéfalo evoluia e se tornava
mais complexo pelo acréscimo de novas estrutusia.deenca iniciou-se com Ludwig Edinger
em 1908 e foi muito aceita na primeira metade awleéXX (STRIEDTER, 2005). Edinger
prop6s que a evolucdo do telencéfalo dos vertebradorreu em estagios progressivos com
aumentos de complexidade e tamanho, culminandmegfado humanoTHE AVIAN BRAIN
NOMENCLATURE CONSORTIUM, 2005) Segundo sua proposta, o palencéfalo seria o
encéfalo antigo, envolvido com o comportamentaritisb. A adicdo de novas estruturas teria
formado o neotelencéfalo (pallium ou cértex) quatemaria o aprendizado e a inteligéncia.
Estas subivisbes do telencéfalo ficaram amplameotiecidas pelos prefixos paleo (mais
antigo), arqui (arcaico) e neo (novo) e designawamrdem evolutiva de uma determinada

estrutura (THE AVIAN BRAIN NOMENCLATURE CONSORTIUM2005).

Camundongo Morcego

S
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Figura 5. Tamanho proporcional de sistemas sensoriais de tr&spécies com tamanho de
neocortex similiar. Representacédo de uma vista tangencial do corteamondongo, morcego
e gambaNote que a proporcédo de area ocupada pelos sistamasriais no neocortex varia

entre as espécidslodificado de Krubitzer e Kahn, 2003.

Ornitorrinco

Figura 6. Magnificacédo cortical de partes do corpo importante para 0 comportamento do
animal. A representacdo cortical do bico do ornitorrinaupa a maior parte de S1 (em
vermelho). As areas V1 e Al ocupam uma regido poi@ualmente menor no neocoértex desta

espécie. Modificado de Krubitzer, 2007.

O pallium dos peixes foi, entdo, denominado palgegpe seria 0 ancestral do cortex olfatdrio
dos humanos. Os répteis teriam adicionado um amueic o0 qual seria 0 antecessor do
hipocampo humano. Enquanto nas aves nenhuma aticaéstruturas tenha sido inicialmente

proposta, nos mamiferos sugeriu-se 0 aparecimeatabcoOrtex, responsavel pelo seu
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comportamento mais sofisticado (THE AVIAN BRAIN NAEWCLATURE CONSORTIUM,
2005).

Em contraposi¢cdo, J. B. Johnston afirmou com bameseas investigacbes e na
literatura, que regides consideradas novas ou sirdcama espécie de mamifero por Edinger
possuiam homologos em peixes e répteis (JOHNSTOR3)1 A partir destas evidéncias,
Johnston afirmou que ao longo da evolucdo novastesas ndo surgem no enceéfalo “do
nada”. Seguindo este raciocinio, sugere-se atuddnmeniermo isocértex como referéncia ao
cortex caracteristico dos mamiferos (NORTHCUTT eAl&A 1995, STRIEDTER, 2005), ao
invés de neocortex (um cortex completamente ndvo)entanto, o termo neocortex continua
sendo utilizado na literatura e parece ser cometndo nos referimos a exclusividade desta
estrutura nos mamiferos, embora néo signifique elaeseja uma organizacdo cortical que
evoluiu completamente independente do paleo e/muicrtex (THE AVIAN BRAIN
NOMENCLATURE CONSORTIUM, 2005).

Se compararmos 0 neocértex de diferentes mamjfefmservamos claramente que
diferentes espécies diferem no niumero de areasaisrtlevotadas a um sistema cortical. Sendo
assim, novamente perguntamos: como teria o encééatornado mais complexo ao logo da
evolugdo?

A explicacdo mais utilizada para esta perguntaesdpierminadas regides do encéfalo
ancestral teriam se subdividido em duas ou maisbeegnos encéfalos descendentes
(STRIEDTER, 2005). Assim, as regides que aparecaranencéfalo seriam chamadas de
“novas” por ndo estarem presentes no ancestralpn&wteriam sido “adicionadas” as estruturas
antigas a partir do nada.

Estas regides podem ter aparecido por meio dentignismos diferentesonversace

proliferacdo filogenética (STRIEDTER, 2005). Naconversdo filogenéticauma regido
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encefalica é transformada em uma nova regido atrd@énudancas estruturais, como aquelas
gue ocorrem ha conectividade, citoarquitetura atofjuimica (STRIEDTER, 2005). Neste
mecanismo, existe uma homologia de um-por-um ent@ractere em todas as espécies (Figura
7A). Porém, um caractere (0 “novo”) é diferente siegs homologos.

Um exemplo classico destonverséo filogenéticé o surgimento do neocértex nos
mamiferos a partir de uma estrutura cortical polerémlaminada em outros vertebrados. Neste
caso, existe a relacdo de um-para-um entre awstreartical precursora e 0 neocortex.

Por outro lado, goroliferacdo filogenéticaocorre quando uma espécie tem mais
caracteres do que outra e que estes caracteressodwmomologos ao ancestral (STRIEDTER,
2005). Existem dois mecanismos distintos aceitos pacorréncia da proliferacao filogenética:
segregacdoe adicdo (Figura 7B). O termosegregacdoé frequentemente utilizado para
descrever a evolucao de regides homogéneas narahess regides multiplas e distintas, ndo

homdlogas ao ancestral (STRIEDTER, 2005).

Evolucao de novas areas corticais
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Conversao filogenética
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Figura 7. Desenho esquematico de conversao e pretéicao filogenéticaEm (A) ilustra-se a
conversao filogenética onde um Unico caracter éraelite do seu homologo. Novas areas
corticais também podem surgir e ndo necessarianamesentar uma relacdo de homologia
com a estrutura ancestral analoga, como no capmtiteracéo filogenética (B). Modificado de

Striedter, 2005.

A hipotese de evolucédo por segregacéo é exempl#ipar de Ann Butler (1994), a qual
explica o maior nimero de nucleos no talamo datealamniontes do que nos anamniontes.
Segundo Butler, o tdlamo dorsal € subdividido ens @pupos de ndcleos: lemnotalamo e

colotdlamo (STRIEDTER, 2005). O lemnotalamo noshamantes, peixes e anfibios, consiste



43

em um unico nucleo, o ndcleo anterior. Enquanto, is®s amniontes, inclusive mamiferos,
observam-se varios nucleos nesta regido. Sabeesaaqihum destes nlcleos nos amniontes €
homdlogo isoladamente ao nucleo anterior dos arar@s, e por isso supde que este € um
exemplo desegregacao filogenétic€STRIEDTER, 2005). Desta forma, se estes nucléos n
sdo homologos, ndo se pode dizer que houve umaigdosde um nucleo ancestral em varios
ndcleos distintos, como ocorre o@nversao filogenética

Em geral, quando as hipéteses de segregacao ersaownao satisfazem as explicacdes
para o aparecimento de estruturas no encéfaloadsmgndo dadicdo filogenéticacomo uma
hipotese alternativa. Neste modelo, novas estmiggaam adicionadas com o aparecimento de
novas expressoes genéticas de uma regido embcahognte precursora (STRIEDTER, 2005).
O precursor modificado poderia, a partir de engfar uma nova estrutura no adulto. Outro
tipo deadicéo filogenéticgpoderia ocorrer quando a regido embriologicampreeursora se
expandisse. Esta expansao deixaria uma parte dexcéem exposicdo ao estimulo de
desenvolvimento antigo, gerando assim, uma novgetdra de desenvolvimento
(STRIEDTER, 2005).

Mas e quanto as areas corticais?

Um argumento favoravel a hipotese de segregacagefiética como um mecanismo
responsavel pelo aparecimento riw/as areasé fortemente apoiado na proposta de Richard
Lende (1969) de que as areas priméarias somatossgmsmotora corresponderiam a uma unica
area cortical nos mamiferos ancestrais, formandaméaigama sensorio-motor.

Segundo Lende (1969),

“(...) o presente padrdo de localizacdo das aredtcais evoluiram de um pallium
polimodal contendo &reas representacionais (exsosah e motora) completamente

superpostas.” (LENDE, 1969, pag. 273).
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Quanto as demais espécies, Jon Kaas e colaboradamsaram o coOrtex sensorial de
varios mamiferos e encontraram ao menos as areasrisgés primarias e secundarias bem
segregadas nestas espécies (KAAS, 1987; KRUBITZEBS; NORTHCUTT e KAAS, 1995;
CATANIA et al., 1999). No cortex motor, menos estsidoram conduzidos, mas a maioria das
espécies parece possuir um coértex motor primarggamas regides pré-motoras. Assim,
sugere-se que estas areas teriam mesmo se separddogo do processo evolutivo dos
mamiferos a partir de um amalgama no ancestral corResta-nos saber, porém, se estas areas
realmente surgiram de um cortex polimodal no anglesbmo sugere Lende (1964), o que

iremos discutir adiante.

1.4.3 Mudancgas nas conexdes neurais

As mudancas no numero de areas corticais ao lod@oevolugdo implicam
consequentemente, num rearranjo das conexdes d&éstas com o restante do coOrtex
(STRIEDTER, 2005). Ou ainda, as mudancas nas cesexéurais durante a evolucédo de uma
espécie poderiam provocar o aparecimento de nogas éorticais (STRIEDTER, 2005).

Inicialmente, predominou entre 0s neuroanatomiséateoria da invasaode C. J.
Herrick. Segundo esta teoria, conexfes nao uswaierigm invadir uma regiao e favorecer a
uma diferenciacao cortical (STRIEDTER, 2005).

De acordo com esta hipotese, Leah Krubitzer (1998p0e que novas areas corticais
surgiriam a partir da invasdo de novas projecodamieas aferentes, causando um
realinhamento das projecdes pré-existentes (Fi@)raSendo assim, as novas projecoes
poderiam formar modulos corticais, se agreganddralemas areas. Ao longo do processo

evolutivo, alguns campos poderiam gerar uma compegregacao entre as projecdes “novas e
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antigas”, ou 0 novo campo com ambas projecdes odermanecer dentro da area invadida,
gerando novas areas corticais (KRUBITZER e KAHN)20

Em 1980, Ebbesson, prop6s hipdtese do parcelamentpara tentar explicar tais
mudancas nas conexdes corticais (Figura 9A).

Segundo Ebbesson,

“O sistema nervoso tornou-se mais complexo, ndaiposistema invadindo outro, mas por um
processo de parcelamento que envolve a perdavseligi conexdes de sistemas e agregados
vizinhos formados”¢f. EBBESSON, 1980, p. 213).

O amalgama sensorio motor de Richard Lende (196@) éxemplo comumente citado
do parcelamento Ebbe ssoniano (Figura 9B). Estadesneurotragcadores mostram que ambos
0S nucleos talamicos somestésicos e motores projpéaa a regido do amalgama sensorio-
motor nos marsupiais estudados (DONOGUE e EBNER]11Em mamiferos placentarios, as
areas primarias somatossensorial e motora encogagspacialmente separadas e os nucleos
somestésico e motor do talamo projetam-se respectinte para estas areas sem sobreposicao

de projecdes (KAAS, 2004).

1.5 Hipotese do amalgama sensorio-motor

A hipétese do amalgama sensorio-motor foi des@ék primeira vez por Richard
Lende em 1963. Naquela época, muitas duavidas @&xista respeito da representagao
somatotopica do coértex motor dos marsupiais. Powsisados anteriores ao de Lende
conseguiram identificar no neocortex a representag@ora das regides caudais a pata anterior,
tais como a cauda e a pata posterior (KARLEN e KRZER, 2007).

Em 1940, o cortex motor primario de seis especegesndrsupiaisKerameles nasuta,

Sacrophilus harrissi, Dasyurus viverrinus, brusildd opossum, Macropus rufogriseus,
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Macropus agili$ foi estudado por Abbie. Em nenhum destes, foortrtada uma representacao
motora de todo o corpo do animal (KARLEN e KRUBITZE2007).

Com base em seus estudos, Abbie (1940) afirmouogudados eram inconclusivos
sobre a existéncia de uma representacdo somaimtépiopleta do corpo no cortex motor no
Didelphis virginiana(um didelfideo) (KARLEN e KRUBITZER, 2007). Em 1®6Richard
Lende utilizou os métodos mais refinados da épaca mapear o cortex motor detalhadamente
nesta espécie. Utilizando eletroestimulacdo portragles bipolares, ele encontrou a
representacdo da pata posterior e da cauda naeparedial do neocortex. Além do cortex
motor, o cortex somatossensorial primario tambénmfmpeado através da técnica de potencial
evocado (LENDE, 1963a,b).

No entanto, o principal resultado de Lende foi quebrtex motor primario do gamba
estava completamente sobreposto com o cértex seseatsorial primario no cortex parietal, o
que ele chamou demalgama sensorio-motgiFigura 10).

Segundo Lende (1963),

“A representacdo motora somatica no cortex cerebraldo gambad €& espacialmente
coincidente com a representacdo somatica sensoridlao existe uma area homologa na
posicdo da area motora pré-central. Esta area semsmmotora ndo € dividida em uma

por¢cdo mais sensorial e outra mais motora. O padrade localizacdo dentro desta area de
ambos o0s aspectos sensorial e motor correspondem goe € encontrado na area

somatossensorial primaria de mamiferos placentarios
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Adaptado de Krubitzer e Kahn, 2003.
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A. Ancestral B. Intermediario

Gamba Rato

Figura 9. Parcelamento de areas e conexdes cortedim (A) observa-se uma possivel area
ancestral (acima) com suas respectivas conexdémitals (em baixo). Na hipétese do
parcelamento Ebbessoniano (B), as areas corticaisag conexdes se duplicariam formando
uma condicao intermediaria. Ao longo da evoluc&taseconexdes poderiam segregar, gerando
novos padrdes de projecbes para ambas as ared3e(@)rma semelhante, sugere-se que M1
teria evoluido a partir de um amalgama senséri@mu mamifero ancestral (representado no
guadro no interior da figura pelo encéfalo do gambaue a convergéncia das projecdes
talamicas motoras (VL) e somestésicas (VB) pardM$lieriam segregado nos mamiferos

existentes (representado no quadro pelo desenraia)o Modificado de Striedter, 2005.
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Figura 10. Hipotese do amalgama sensorio-motoYisdo dorsolateral do neocortex do gambéa

Didelphis auritailustrando a sobreposicdo dos mapas somatossanédyie motor (B) no

cortex parietal deste animdodificado de Pubols et al., 1976.
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A proposta de que o améalgama sensorio-motor ddbggmdesse ser uma caracteristica
primitiva do isocortex dos mamiferos estimulou rowestudos na década de 70 visando
confirmar a organizacao das areas primarias motosasnatossensoriais nestes animais.

Em 1976, Pubols e colaboradores realizaram um reamagnto do cértex parietal do
Didelphis virginiana utilizando, desta vez, microeletrodos (PUBOLS et &bB76). Estes
eletrodos, diferentemente dos eletrodos de supergados por Lende (1963), penetravam no
cortex registrando um volume de tecido corticaluggdb, e permitindo uma maior resolugéo
espacial da representacdo somatotOpica corticalprapriedades neuronais e 0S campos
receptores de S1 mostraram-se semelhantes aosuttos onamiferos, porém a superficie
corporal aparece ocupando uma por¢cdo menor do xcqéeietal do que o proposto
anteriormente por Lende (1963).

Para verificar a existéncia da sobreposicédo désns&s sensorio-motor em outra espécie
marsupial da ordem dos didelfideos, um novo mapetmedas representacdes motoras e
somatossensorial foi realizado no ganibdelphis azarae azarabMAGALHAES-CASTRO,
1971). Novamente, foi demonstrada a ocupacdo a@es @@ncidentes pelos sistemas motor e
sensorial somético no cortex parietal.

Posteriormente, um estudo do cértex somatossahstarigambaidelphis virginiana
apresentou evidéncias topograficas, arquitetbdasloldgicas (de conexdes) para a existéncia
de cincoareas somatossensoriais nesta espécie (BECK €t986). Trés representagcfes da
superficie corporal foram encontradas no corteiefar Estas representacdes correspona@em
areas S1, S2 e area parietal ventral (PV). Doippoarsomatossensoriais foragicionalmente
propostos, para os quais, entretanto, ndo foi ifitada uma representacdomatotopica. Os
novos campos encontrados localizam-se na regidoalkras caudal a S1, os quaigram

denominados area somatossensorial rostral (SRaesamatossensorial caudal (SC).
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Estes ultimos foram considerados areas separadas, ger ndo apresentarem resposta
clara a estimulacdo somatica na preparacdo aradesipelo padrao de projecdes topogréficas
de S1 para estas areas somestésicas (BECK €98). 1

Adicionalmente, a técnica de impregnacao pelapratbainha de mielina (GALLYAS,
1979), largamente utilizada para a delimitacao r@asicorticais, foi Gtil na identificacdo das
areas S1, S2, PV, que se apresentaram densamentelaza(BECK et al., 1996). As areas SR e
SC encontraram-se também visiveis por este méa@em ndo tdo mielinizadas como as
demais areas somatossensoriais, e, portanto, mereadas por este método.

A microestimulacdo de S1 e areas ao seu redoedtizada no mesmo estudo (BECK et
al., 1996). Em macacos e outros mamiferos, cogsatdes a 2QA aplicadas no cortex motor
sdo capazes de produzir movimentos (STEPNIEWSKA aktf 1993). No gamba,
surpreendentemente, ndo foram observados movimaatosaioria dos sitios de estimulacéo,
mesmo com o uso de correntes acima depQdimiares bem maiores do que os encontrados
em outras espécies (BECK et al., 1996).

Uma outra contribuicdo ao esclarecimento da condagicestral do cértex parietal dos
mamiferos, consistiu no mapeamento motor e son@tsssal no marsupial sul-americano
Monodelphis domesticEROST et al., 2000). Esta espécie, segundo osesutestaria mais
préxima dos primeiros metaterianos do queDidelphis Este trabalho utilizou o registro
multiunitario com microeletrodos para identificarareas S1 e S2. A eletroestimulacéo ocorreu
através de trés métodos diferentes: microestimaolaggacortical, estimulacdo profunda de
baixa impedancia e estimulacéo bipolar superfiéiate Ultimo método era similar ao realizado
por Lende (1963). Em todos os trés procedimentesnavimentos obtidos se restringiram a

regido da face, e estiveram sobrepostos com asegegdo da mandibula, vibrissas e focinho
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em S1. Entretanto, tais resultados foram obtidos correntes de até @A, novamente muito

superiores a corrente necessaria para evocar mame cortex motor de outros mamiferos.

1.5.1 Projecdes tdlamo-corticais para a regido dagposto améalgama sensorio-motor

O tdlamo € uma massa nuclear localizada no didocéfiae possui varios agrupamentos
celulares, o0s quais possuem diferentes organizac@estomicas e funcionais
(MOUNTCASTLE, 1980). Alguns nucleos talamicos estassociados com sistemas de
processamento de sinais vindos do mundo externotresoparticipam de fungbes motoras
somaticas e autondmicas. A interconexdo do talasmm o cortex forma um substrato
anatdbmico importante para nossa percep¢cdo do mextémo e do corpo, assim como nossas
acoOes e respostas motivacionais (MOUNTCASTLE, 1980)

Quando analisamos as conexfes das areas somatosssnobservamos que 0s
axonios relacionados aos receptores cutaneos f{sigier e profundos) se direcionam
principalmente para o ndcleo talamico ventral paste(VP ou VB) (KAAS, 2004). As
informacdes originadas dos receptores profundaspass fusos neuromusculares, pelo menos
em primatas, direcionam-se para o nucleo ventratepor superior (VPS). Destes nucleos
partem as projecdes direcionadas as areas soruastksializadas no cortex parietal anterior.

As areas motoras corticais estdo conectadas reaipente com grupos nucleares
talamicos especificos. Tais projecOes talamo-agtisdo criticas para o funcionamento dos
cortices motores (KAAS e STEPNIEWSKA, 2000). Os lads cerebelares eferentes, o
segmento interno do globo pélido e a substanciearsgo centro motores subcorticais que
recebem informacdes indiretas de uma variedadeeds &orticais somatossensoriais, motoras e
associativas e enviam estas informagfes novamentedrex motor via talamo (KAAS e

STEPNIEWSKA, 2000). Ao longo do nosso estudo, iremos referir aos nucleos talamicos
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gue fazem a conexdo dos centros motores subcertioan 0os cértices motores como nucleos
talamicos motores.

Os nucleos motores do gambé s@o os nucleos talimedral lateral (VL), ventral
anterior (VA) e ventral medial (VM). Os nacleos WA e VM recebem projecdes cerebelares
no Didelphis virginiana(WALSH e EBNER, 1973). Em primatas, o nucleo vanateral (VL)
também recebe projecdes dos nucleos profundos debete €f. JONES, 1985). As
informacdes cerebelares que atingem VL se dirigana ps cortices motor primario e pré-
motor.

Com intuito de verificar a natureza das informagfes chegam na regido do amalgama
sensorio-motor do gamb@, projecdes talamicas pacartex parietal foram observadas no
gambaDidelphis virginianaatravés da técnica de degeneracdo anterogradacadadde 70
(KILLACKEY e EBNER, 1973). LesOes através de coteedireta foram realizadas no talamo
em trés nuacleos diferentes: VP, VAL (VA e VL) e acteo central intralaminar (CIN). Os
axbnios e terminais axonais degenerados mostratsnag projecdes destes trés nucleos
talamicos convergem para todo o cortex parietaktdNespécie, o nucleo VP recebe projecbes
do lemnisco medial enquanto que o nucleo VAL recdbecerebelo. O nucleo CIN esta
localizado entre as subdivisbes medial e lateraiatbomo e recebe projecdes convergentes do
lemnisco medial, do cerebelo, da medula espinhd& éormacao reticular (DONOGHUE e
EBNER, 1981; WALSH e EBNER, 1973).

Com o surgimento de técnicas neuroanatdmicas dernrasolucdo espacial, as
projecdes dos nucleos talamicos para o cértextphrieram reavaliadas. Em 1981, Donoghue
e Ebner realizaram vérias injecdes de peroxidasaiddorte (HRP) nesta regido. Este tracador
€ captado pelos axdnios no sitio de injecdo epmatexlo retrogradamente para o corpo celular,

permitindo a deteccdo da origem das projecOes tatamticais. Estes autores realizaram
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injecdes nas seguintes regides corticais: 1) cqrésxorbital (ou seja, entre a fissura orbital e a
borda anterior de S1), em 2) S1 propriamente di®), no cértex parietal posterior (identificado
como a regido do cortex parietal imediatamente alaadS1). Como resultado, observou-se
novamente que, em S1, as proje¢des se originavamuuabeos VB, VL, CIN e o ndcleo central
lateral (CL). O nuacleo CL localiza-se anteriormeate nucleo CIN, e recebe projecfes da
medula espinhal, do cerebelo e nucleo pretectaNDGHUE e EBNER, 1981).

As marcacdes resultantes da injecdo pos-orbitadpsesentaram principalmente nos
ndcleos intralaminares e mediais. A injecdo de HRPcoOrtex parietal posterior marcou
somente 0 nucleo VL, entre os nucleos ventraisdtiorio dorsal. Assim, foi concluido que o
cortex correspondente ao amalgama somatomotor dwlele(1963), recebe projecdes
convergentes dos nucleos “somestésico” VB e daendthotor” VL, sem nenhuma segregacao
entre elas (DONOGHUE e EBNER, 1981).

Uma importante reserva em relacdo a este estuddafiaada delimitacdo de areas
somestésicas no cortex parietal anterior, até enéo identificadas. E possivel que estas
injecdes rostrais e centrais realizadas na éareap@lDonoghue e Ebner (1981), nao
correspondam somente a S1, tendo incluido tambéme plas areas SR e SC descritas
posteriormente por Beck et al (1996) (que iremasidyer no proximo paragrafo). Além disso,
neste mesmo estudo foi utilizado somente um negador, impedindo a comparagcao das
injecbes em um mesmo espécime. O HRP apresentta aiomo desvantagem, um
espalhamento maior e uma resolugdo mais baixa dooguracadores atualmente utilizados
(conjugados a dextrana, por exemplo) (REINER ¢28D0; VERCELLI et al., 2000).

Como vimos no item anterior, os resultados enedos por Lende (1963) sobre a
localizagc&o do cortex motor priméario sobreposto @oodrtex somestésico primario ndo foram

confirmados posteriormente no gamba por Beck €1296) nem por Frost et al, 2000. No
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entanto, os nucleos talamicos “motores” parecemjefano para a regido do amalgama
reforcando a idéia de um processamento motor negit@o. Sabe-se atualmente que esta regiao
possui outras subdivisfes que incluem S1, SR B&CK et al., 1996). As projecdes para SR e

SC até entdo ndo foram estudadas no gamba.

1.6 O GambaDidelphis auritacomo animal experimental

O nosso trabalho tem por principal objetivo analisa organizacdo do cortex
somatossensorial primario no ganibidelphis auritapelacaracterizacéo das projecoes talamo-
corticais e cortico-corticais das areas S1 e S€rrdas por Beck et al. (1996).

Os gambas sdo marsupiais representantes dos riegtaseruma das trés subclasses dos
mamiferos: prototerianos (monotremos), metaterign@gsupiais) e euterianos (placentarios).
Em geral, o termo marsupial é associado aos maraifpre possuem uma bolsa ou marsupio,
mas convém ressaltar que nem todas as espéciesgdasd possuem um marsupio (KARLEN
e KRUBITZER, 2007). J& o termo metateriano, é nadequado, pois significa que os
marsupiais representam um meio termo entre ostpr@nos (cujo desenvolvimento ndo ocorre
na placenta) e os euterianos (que possuem umajdah@ante a gestacao).

Pode-se dizer que o0s marsupiais formam um grupotomdiversificado, com
aproximadamente 270 espécies divididas em seteediés ordens (KARLEN e KRUBITZER,
2007). Consequentemente, seus representantes ocdijarantes habitats e apresentam
comportamentos distintos. Encontramos espéciesstegs, arbdreas ou aquaticas; espécies
muito sociaveis Qactylopsila trivirgatg, outras solitarias como o coal®@h@scolarctos
cinereu3. Os marsupiais podem ser ainda carnivoros, hendsvou onivoros (KARLEN e

KRUBITZER, 2007).



56

Como resultado desta diversidade biologica, obssrgamarsupiais com diferentes
adaptac6es morfoldgicas, as quais refletem tamb@rdiferencas no tamanho do encéfalo, na
organizacao cortical e na conectividade encefafEARLEN e KRUBITZER, 2007). Na
natureza sdo observados encéfalos de marsupiale geguenos, lisos e com uma pequena
proporcdo devotada ao neocort®idelphis virginiand até encéfalos grandes, girenceféalicos,
com proporcionalmente grande neocort&orfibatus ursings (KARLEN e KRUBITZER,
2007).

Estas diversidades nas caracteristicas morfolégicammportamentais tornam o grupo
dos marsupiais importante para o estudo da relagiie o cérebro e comportamento animal.
Muitos dos marsupiais atuais mantiveram uma orggéiz cortical semelhante ao seu ancestral
e se assemelham mais ao ancestral dos mamiferqeedoutros mamiferos atuais. Por isso,
teorias a respeito da evolucao das areas cortedimseiam nos resultados obtidos a partir do
estudo do cérebro de marsupiais (KARLEN e KRUBITZEE07).

No presente estudo, o gambilelphis auritafoi escolhido segundo os critérios “quase-
filogenéticos” (KAAS, 2002) como um modelo paraestudar o plano basico da organizacao
do cortex sensdrio-motor dos mamiferos. O galokelphis auritafaz parte da ordem dos
didelfideos, que representa os gambas american®saemais antiga entre 0s marsupiais
(KIMBLE, 1997). Estes marsupiais possuem um enoégfafueno em relacdo ao préprio corpo
e uma organizacao cortical com poucas areas (KAREBRRUBITZER, 2007). O encéfalo
pequeno se assemelha ao dos répteis e dos prinmaosferos, que também eram lisos,
permanecendo assim até 50 a 60 milhdes de aneBE&K et al., 1996).

Entretanto, com base no método cladistico, infgfiea sobre a organizacdo do cortex

somatossensorial das espécies de outros gruposalsferos (Euterianos e Prototerianos)
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também foram consideradas em nosso estudo pardesie & organizacao cortical do sistema

sensoério-motor no ancestral comum dos mamiferos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

2.1.1 Verificar se o sistema sensorio-motor do gamlelphis aurita, uma espécie com
enceéfalo de caracteristicas primitivas, apresam@sésomatossensoriais semelhantes aquelas de
mamiferos com o0 neocdértex complexo ou se repres@nt organizacdo simplificada deste
sistema.

2.1.2 A partir de entdo, avaliar como a area sossatwsorial do gamidaidelphis auritapoderia
representar um estagio do parcelamento de congxdpssto por Ebbesson (1980), observando

se as projecdes talamicas somestésicas e motengsrgem ou Nao para as areas estudas.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Estudar as projecdes talamo-corticais parareass S1 e SC, em especial dos nucleos
motores VL, VA e VM, e do nlcleo somestésico VB.pksjecdes tdlamo-corticais para a area
imediatamente anterior a S1 foram exploradas pmiide na tese de mestrado da presente
aluna (ANOMAL, 2004) e por Santiago Martinich (MARIICH et al., 2000).

2.2.2 Para tanto, iremos antes confirmar a segéegagquitetbnica dos nucle os talamicos
motores e somatossensorais atraves das técnicaftodeomo-oxidase, NADPH-diaforase,
calbindina e parvalbumina.

2.2.3 Estudar as projecdes cortico-corticais para@reas S1 e SC.

2.2.4 Para alcancar este objetivo, iremos ideatifiess bordas precisas das areas S1 e SC
utilizando  concomitantemente  metodologias  eletifigicas e  arquitetdnicas

(mieloarquitetura).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

O animal escolhido como modelo experimental fgambéa da espécigidelphis aurita.
Este animal @&m marsupial silvestre encontrado nas florestaRidode Janeiro. Os animais
utilizados foram doados pelo Centro de TriagemB®WMA (licencas no. 20/06-CT-RJ, 61/06-
CT-RJ) ou capturados nas matas de floresta agadecGuapimirim - Rio de Janeiro (licenca
do IBAMA no. 87/05-RJ). Estes animais permanecenanbiotério do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho, na Universidade Federal dadRidaneiro até a ocasido da cirurgia. Todos
0s procedimentos e protocolos experimentais ab@desoritos foram aprovados pela Comissao
de Avaliacdo do Uso de Animais em Pesquisa dotumstde Biofisica Carlos Chagas Filho
(CAUAP protocolo no. 053-06-2005).

Dos 19 gambés utilizados no total, obtivemos sucess8 gambas adultos, de ambos os
sexos e peso entre 1,4 e 2,8 kg. Dentre estes ianinanimais foram usados exclusivamente
para a analise arquitetdnica do talamo e cortejamo que os outros seis foram utilizados ou

para experimentos de eletrofisiologia ou paraecéy de neurotracadores (Tabela 1).
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Mapeamento Injecéo de Arquitetura

Eletrofisiol6gico Neurotracador Talamica
Caso 0409 - Sim -
Caso 0506 Sim - Sim
Caso 0602 Sim Sim Sim
Caso 0629 Sim - Sim
Caso 0630 - - Sim
Caso 0631 - - Sim
Caso0701 Sim Sim Sim
Caso 0705 Sim Sim Sim

Tabela 1.Resumo dos procedimentos realizados em cada caEm
todos os experimentos de injecdo de neurotracadoraksados os
ndcleos talamicos foram identificados através daragdo de Nissl
e/ou citocromo-oxidase. Nos casos 0630 e 0631(i0ewos talamicos
foram identificados através de Nissl, citocromodase, NADPH-
diaforase, calbindina e parvalbumina.

3.2. Procedimentos gerais

Os experimentos de mapeamento eletrofisiolégicanjecdo de neurotracadores
envolveram duas etapas, separadas entre si pontanaalo de 10 a 12 dias de sobrevida. Na
primeira etapa, os limites rostral e caudal do esorsomestésico primario (S1) foram
identificados por um breve registro eletrofisioldimultiunitario. Ainda nesta etapa, foram
realizadas inje¢cBes de neurotragadores retrégrann$1 e na area somatossensorial caudal
(SC). Na segunda etapa era feito um mapeamentoletmmas areas injetadas, com maior
densidade de penetracdes, para a identificacdo detmhada dos limites de S1 e sua
organizacao topografica. Apds este segundo mapdéamen animais eram perfundidos, e o
cérebro submetido ao processamento histologic@ pasterior analise. Animais adicionais,
ndo submetidos ao registro eletrofisioldgico nemingecdo de neurotracadores foram

processados para obtencdo do material histologicoachcterizagdo arquitetonica do tdlamo e
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do cortex.

Tais procedimentos serédo detalhados nas secdgsia se

3.3 Preparacao pré-cirdrgica e anestesia

No dia precedente a primeira etapa cirdrgica demxgnto, o animal era tratado com a
administracdo de 0,5 ml da combinagdo de benzidpewm, diidroestreptocina base e
estreptomicina base via intramuscular (1.M.) (Pleidtéco Veterinario Pequeno Porte FORT
DODGE, 0,58 mg/ml, I.M.) como procedimento profitét para possiveis infec¢cdes durante o
periodo de sobrevida. Adicionalmente, 0,3 ml damiha K (Kanakion, Roche, 10 mg/ml,
I.M.) era administrado também por via intramuscut@mo profilaxia para hemorragi@s
instrumentos cirdrgicos eram esterilizados com @&iim(Johnson Wax Professional) ou
autoclavados.

Para que o animal pudesse ser manipulado, de mogermaitir a sua preparacao
cirirgica, uma dose anestésica Unica de 60 mg/k@iagental sédico (Thionembutal 0,5¢,
Abbott) era injetada por via intraperitoneal. Bstetocolo anestésico foi desenvolvido durante
este estudo para a obtencédo de um nivel anestiggoiado para a realizacdo da cirurgia, e que
ainda permitisse a identificacdo de respostasarelsiino registro eletrofisiolégico e garantisse a
recuperacao do animal no periodo de sobrevida.s& dtilizada permitia um nivel anestésico
ideal para os procedimentos cirurgicos por aprodanmegente 4 horas. Nao era possivel
recuperar os animais apos administracdo de dases saperiores a 60 mg/kg por experimento.

Nos animais 0409 e 0602, utilizamos um protocolcadestesia diferente do descrito
acima. Nestes dois casos, 0 nivel anestésico foaagado com uma dose de 2 ml/kg de uma
combinacdo de 9 mg/ml de alfaxolone e 3 mg/ml tedalone (Saffan, Schering-Plough, 1.M.)

injetada via intramuscular na pata traseira. Esgstaésico é especifico para uso veterinario
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(gatos) e sua aplicacdo em gambas fornece exceleeseltados (OLIVEIRA, 2001). No
entanto, sua fabricacéo foi descontinuada recemiemblestes casos, para a administracdo da
dose de manutencdo do anestésico, uma veia slgleniic parte lateral da cauda do animal
sofria incisdo apos breve disseccdo da pele. Negiao introduzia-se uma canula endovenosa
conectada a uma bomba de infusdo continua (HaApdratus) ajustada para um fluxo de 1,0
ml/kg/h.

Visando diminuir a producdo de muco nas vias ragpias, 0,1 ml de sulfato de
atropina (Ariston; 0,25 mg/ml; 1.M.) era injetadaogb apds a inducdo anestésica. Da mesma
forma, o edema cerebral durante a cirurgia eraimdey ou minimizado com 0,5 ml de
dexametasona (Decadron, Prodome, 4 mg/ml).

Uma vez induzida a anestesia, 0 animal era submatigicotomia na pata traseira, no
torax e no escalpo. Em seguida, o animal era cadecta um sistema de registro
eletrocardiografico por meio da introducdo de dagslhas de seringa no térax para a
monitoracdo da frequéncia cardiaca. Uma céanula textpeeal untada de gel anestésico
(Lidocaina 2%, Unido Quimica) era introduzida rma@réia com o auxilio de um laringoscopio
pediatrico, para a eventual necessidade de vemtilagtificial. A temperatura interna do animal
era controlada por meio de um termorregulador (€t@derick Haer Inc.) e mantida a 34,5 °C
por um cobertor elétrico.

Na segunda etapa do experimento, cerca de 10 pligs @ animal era anestesiado com
uma dose inicial de 1,25 g/kg uretano (Sigma-Algrida intraperitoneal (1.P.). Este anestésico
era mantido até o fim da sesséo de registro, céndwzs doses adicionais de manutencéo de
0,42 g/kg I.P., aplicadas quando o animal supeaifr@va o nivel anestésico. Geralmente, as
doses de manutencdo eram administradas duas e foa&is ap0s a aplicacdo da dose inicial,

apos o que, o animal costumava manter o nivel ésiestaté o final do experimento.
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3.4 Procedimentos Cirlrgicos

Inicialmente o animal era posicionado em um sistestareotaxico de Horsley-Clarke
(La Precision Cinematographique), devidamente adappara a espécie (OSWALDO CRUZ e
ROCHA-MIRANDA, 1968). A craniotomia era precedidelgincisdo da pele e afastamento do
musculo temporal com o auxilio de um eletrocautékiedicir, Medical-cirurgia-Ltda). Em
todos 0s casos, a incisdo ocorria na superficeotiieral do hemisfério esquerdo do animal.

O cranio era perfurado com o auxilio de uma branzgica odontoldgica (Promeco
Ltda) e de um estereomicroscopio cirdrgico (DF-daselos, n° 1189). Durante este
procedimento, uma solucéo estéril de cloreto deos®®,9 % era aplicada sobre o cranio para
dissipar o calor induzido pelo atrito da broca rgita com 0 0sso. A janela de abertura, de
aproximadamente 15 mm, buscava expor a fissurdddebie todo o cortex parietal, sendo
inicialmente estimada com o auxilio das coordenagidereotaxicas descritas no atlas do
cérebro do gamba (OSWALDO CRUZ e ROCHA-MIRANDA, 8J6No eixo médio-lateral a
abertura estendia-se de uma éarea proxima a linlthana#é a regido mais lateral exposta
visualmente pelo afastamento do musculo tempoaalfif, a dura-mater era cuidadosamente
cortada e afastada para as bordas 6sseas pardipguaia superficie do cértex pudesse ser
visualizada.

A superficie cortical com seu padrdo vascular etagfafada por uma camera digital
(Sony, Cyber-shot 3.3 mega pixels) posicionadaes@bpcular do microscépio cirtrgico. O
contraste e brilho da imagem obtida eram ajustatiosum programa de edicdo de imagens
(Adobe Photoshop 7.0, Adobe Systems Inc.). O padrdoular presente na fotografia impressa
servia como referéncia para o posicionamento digssile penetracdo do eletrédio e das

injecdes de neurotracadores.
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Apés a exposicao cirdrgica do cortex, gotejavaedacdo estéril de cloreto de sddio a
0,9% diretamente sobre o cértex para prevenirassgecamento. Quando eventualmente ocorria
hemorragia proveniente do tecido 0sseo, as bostEsaé eram cobertas por uma cera especifica
para hemostasia 6ssea (Bone Wax W-31, Ethicon ).

Ao término dos procedimentos experimentais, o géeta protegido com uma lente de
contato estéril (Astralens, Methafilcon 55%®) recortada para o adequado encaixe sobre a
superficie cortical exposta. A seguir, as bordasddia-mater eram reposicionadas sobre a
superficie da lente de contato e 0 espago gerddoapertura 0ssea era preenchido com gel-
foam (Pharmacia & Upjohn Company). Uma massa deenmbtacrilico era moldada e
posicionada sobre a janela de abertura do créeimatio a recobrir a regido do cortex exposta,
evitando assim possiveis lesbes mecanicas. Emdsegumusculo e a pele eram suturados de
volta a sua posicéo original. Ao término do experito, um adesivo de Fentanil transdérmico
era fixado na pata posterior do animal para prexaedor pés-cirurgica.

Os mesmos cuidados pré-cirargicos descritos foramtidos no experimento terminal
(segunda cirurgia), com excecdo dos procedimentsesterilizacdo do material, agora
desnecesséarios. Na segunda etapa, o animal ertessa@s e reposicionado no sistema
estereotaxico. Os tecidos moles eram afastadostivados com o eletrocautério; e a cobertura
acrilica era retirada para re-expor o cortex parienterior e a fissura orbitaria. Quando
necessario, a craniotomia era aumentada com urrbsaeao, para maior exposi¢cao do tecido

cortical a ser registrado.

3.5 Registro eletrofisioldgico

O registro da atividade neuronal realizava-se comrasletrédios de tungsténio
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(Frederick Haer Inc. e Micro Probe Inc.) revestidom verniz e com uma ponta conica exposta
com didmetro menor que 1 um. A impedancia dosdeliets variava de 800 KOhms a 1,2
Mohms, segundo o fabricante. A escolha do eletrbdiacava favorecer aqueles que permitiam
um registro com caracteristicas multi-unitaria®l€@rodio era preso a um segurador de acrilico
sustentado por um micromanipulador mecéanico. O modelor era posicionado no trilho do
aparato estereotaxico, de forma a permitir pen@dsaperpendiculares a superficie cortical.

O sinal elétrico era amplificado por intermédio de pré-amplificador de alta
impedancia (PS11J, Grass Instruments), proximoletoodio, e de um amplificador de alto
ganho (RPS1070, Grass Instruments). Em seguidaab exa enviado para um osciloscopio
(2120, BK Precision, Model) e para um monitor deliduO sinal elétrico era, portanto,
convertido em um sinal sonoro cuja intensidadeavariconforme a maior ou menor atividade
da regiao de tecido cortical registrada. Nestaslicores de registro, o sinal obtido consiste na
superposicdo da atividade elétrica produzida poposo celulares e fibras localizadas na
proximidade do microeletrodio.

Na primeira etapa experimental, o registro eledrolidgico visava apenas a identificacdo
grosseira da representacdo da pata dianteira @ed®% bordos entre as areas S1, SR e SC. O
mapeamento completo ndo era realizado na primegiregia para reduzir o tempo cirdrgico e
facilitar a recuperacdo do animal durante o perftelsobrevida. Na segunda etapa, 0s mesmos
procedimentos e critérios eletrofisiologicos deassreram mantidos, com excessao do tempo da

sesséo de registro que durava mais de 10 horas.

O primeiro sitio de penetracdo escolhido localizeeaa cerca de 2,5 mm da fissura
orbitaria, objetivando o centro de S1. Quando aspagtas a estimulacdo mecanica

apresentavam caracteristicas de S1 (vide desaildi®o), prosseguiam-se as penetracfes em
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uma fileira a intervalos médios de 500 um entrectio, sendo os sitios de registro orientados

paralelamente a linha média.

Os tipos de estimulos somatossensoriais testadasapeamento incluiram: 1) toque
leve sobre a pele ou manipulacéo dos pelos oussdBj 2) toque profundo e pressao da pele; e
3) movimentacdo passiva das articulacdes (prog@@®. Os estimulos sobre a pele em geral
eram aplicados por uma vareta de madeira. Duraestimulacédo profunda da pele, tomava-se
0 cuidado de minimizar o0 movimento das articulac@xsm excecéo do toque leve superficial

da pele, todas as respostas aos outros estimulas foonsideradas respostas a estimulos

profundos, incluindo os estimulos de propriocepcéao.

Os critérios eletrofisioldgicos para se estimatimstes rostral e caudal a partir de S1
incluiram: 1) a diminuicdo ou auséncia da respastastimulo somestésico e 2) a mudanca na
modalidade somestésica da resposta evocada (deeautuperficial para profunda, por
exemplo) (BECK et al., 1996). A intensidade da ostp neuronal mediante o estimulo
somestésico era avaliada auditivamente, sem aaa@alifinal dos picos de resposta. A inversédo
topogréafica ndo foi um critério utilizado pois n&avia respostas nas areas imediatamente

rostral e caudal a S1.

3.6 Injecao dos Neurotragadores

As injecoes foram efetuadas com os neurotragadtwesescentes fluoro-ruby (FR,
conjugado a dextrana de 3 kD, Molecular Probes,),Irfluoro-emerald (FE, conjugado a
dextrana de 3 kD, Molecular Probes, Inc.) e o arigée diamidino yellow (DY, Sigma). Todos
os trés tracadores escolhidos eram consideradaosynados. Os tracadores retrogrados sdo

preferencialmente captados pelos axonios e trategjms para o corpo celular que originou a
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projecao (VERCELLI et al., 2000). A injecdo desigotde tracador permite identificar a
localizacdo de neurdnios que projetam para a Ajeiada.

Estes tracadores possuem um espalhamento menaedoHRP (REINER et al., 2000;
VERCELLI et al.,, 2000) utilizado por Donoghue e Ebr{1981) para analisar as conexdes
talamo-corticais de S1. Outra vantagem dos newadies fluorescentes € que em um mesmo
animal podem ser injetados tracadores sensiveigeeermtes comprimentos de onda, para
rastrear, simultaneamente, as conexdes de areasrdéds (VERCELLI et al., 2000).

Os tracadores fluorescentes estdo quimicamenteciadss a dextranas, que sado
polissacarideos hidrofilicos conjugados a molécilasrescentes distintas ou biotiniladas
(VERCELLI et al., 2000). As dextranas fluorescentiferem umas das outras no seu peso
molecular e no fluorocromo ao qual estdo acopldd&RCELLI et al., 2000). No caso do
fluoro-ruby, a dextrana € conjugada com rodamime dluoro-emerald com fluoresceina. As
dextranas fluorescentes diferem entre si pelo pedecular (VERCELLI et al., 2000). Por isso,
utilizamos os tracadores de 3kD, de menor pesoauiale(3 kD), que sdo considerados ideais
para analise de marcacao retrograda.

As injecOes foram realizadas em S1 e SC com seriHgailton de 1 e 10 pl. Injecdes
diferentes dentro de S1 foram realizadas buscanderaificacdo de possiveis diferencas no
padrdao de conexao. Cada injecdo constava de unmeototal de 0,4 a 1 pl. A seringa
permanecia posicionada em trés profundidades diseno cortex, que variou de 500 ym a 1,5
mm a partir da superficie cortical (Tabela 4 - eesuitados). Em cada uma das trés
profundidades escolhidas, a seringa permaneci@ d&20 minutos por injecao.

O tempo de sobrevida esperado para que 0 neurddratfaorescente se transportasse
retrogradamente foi de 10 a 12 dias. Somente ergalizou-se o experimento terminal para o

mapeamento detalhado de S1, SR e SC.
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3.7 Perfuséo, disseccéo e achatamento

Ao final da sesséo de registro eletrofisiol6giaa, administrada uma dose letal de 10 ml
de pentobarbital (30 mg/ml) via I.P. Apds verifisar a auséncia de reflexos dolorosos,
iniciava-se os procedimentos de perfusdo com #&agab de uma toracotomia. A seguir, 0
pericardio era seccionado e 0 musculo cardiacostapara a aplicacdo de um anticoagulante -
heparina sédica (5.000 Ul/ml Liquemine, Roche). rferda aorta era amarrada acima de sua
origem no ventriculo esquerdo. Em seguida, a arénma perfurada, a vazante do nd, para a
introducdo de uma canula, que, depois de posicdooadetamente, era amarrada na propria
aorta. Através desta canula, as solugdes de peréraén introduzidas no sistema vascular que
irriga o cérebro. Por fim, o atrio direito era tanbperfurado por uma pequena incisdo, visando

0 escoamento do sangue e das solucdes que retorpal@ sistema venoso.

As solugdes de perfusdo consistiam de: 1) 300 btegdo de cloreto de sédio a 0,9 %
(solucéo salina); 2) 300 ml de solucéo fixadorpa@aformaldeido a 4 % em tampéao fosfato 0,1
M; 3) 300 ml de solucéo crioprotetora de sacar@8é; 4) 300 ml de sacarose a 30 %, ambas
em tampao fosfato 0,1 M.

Ao término da perfusdo, o cérebro era retiradoaibeaccraniana. A seguir, o telencéfalo
esquerdo (hemisfério injetado) era separado cugdadente da substancia branca e demais
estruturas subcorticais para ser achatado (ounagi@. No achatamento, comprimia-se o
cortex entre duas laminas de vidro, espacadas @rioe pequeno pedaco de lamina histolégica
para que ndo houvesse uma excessiva deformacaotelwaprocesso de achatamento. O

diencéfalo tornava-se um bloco separado de te@dmso, a ser cortado coronalmente.

O material era entdo colocado em uma solucédo ddixaasio (paraformaldeido 4%

mais sacarose 30%) por um periodo de 1 dia, coecérado hemisfério direito que, em alguns
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casos, nao foi processado nos experimentos démgg neurotracador.
O mesmo protocolo de perfusdo descrito acima flizado nos experimentos de analise
arquitetdnica. Nestes casos, durante a dissecsatwemisférios eram separados e o telencéfalo

direito era cuidadosamente separado do diencéfalo.

3.8 Criomicrotomia

Para a criotomia, o isocortex esquerdo previamestetado e o diencéfalo foram
congelados em dois blocos diferentes. O congelanfentealizado com a imersédo destes em

Tissue-teck OCT (Sakura) envolvido por gelo seet0acC.

Os blocos foram a seguir posicionados em um ctmgtaica CM1850) durante cerca

de uma hora para atingirem a temperatura de -18é@l para a microtomia.

3.8.1 Isocortex

O plano de corte dos hemisférios achatados eraemaied a superficie cortical,
utilizando-se uma espessura de 40 pm. Os cortebames eram individualmente imersos em
recipientes separados contendo solucdo de tampdatdo0,1 M (pH = 7,2-7,4). Cortes
alternados eram colhidos em séries distintas dekisr a andlise de fluorescéncia e ao
processamento para mielina (GALLYAS, 1979), sendta dlltima acondicionada por um
periodo minimo de 30 dias em formalina a 10% adteser submetida ao processamento
histolégico. Eventualmente, nos casos de andligaitatbnica ndo-submetidos ao registro
eletrofisiologico e injecdo, o telencéfalo dire#oa seccionado no plano parasagital para a

analise histoldgica do cortex parietal anterior
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3.8.2 Diencéfalo

Os cortes coronais de 40 ou p® provenientes do diencéfalo eram recolhidos em, no
minimo, duas séries alternadas diferentes, gerddmena para a analise de fluorescéncia e a
outra para a coloracao de Nissl. No caso 0629, tarcaira série foi selecionada para a reacdo
de citocromo-oxidase. Nos casos 0630 e 0631, agatiz também imunohistoquimica para
calbindina e parvalbumina. Nas coloracdes de Nisstortes eram conservados em recipientes
contendo formalina a 10%. Para as séries de flo@neg, citocromo-oxidase e outras reacoes,

os cortes eram recolhidos em recipientes conteardpdo fosfato 0,1 M.

3.9 Processamento Histoldgico

3.9.1 Cortes para anélise em microscopia de fluore&ncia

Os cortes reservados para a microscopia de fluemescforam montados em laminas
histolégicas gelatinizadas em até 1 dia apds aotoictia. ApOs 0s cortes terem secado sobre as
laminas, glicerol (VETEC) a 10% foi gotejado sobhr&mina e os cortes foram cobertos com

laminula, e vedados com esmalte de unhas. O nia@miaonservado sob refrigeracad &4

3.9.2 Coloracéo de Nissl para analise da citoargeitura

As seccOes destinadas a coloracdo de Nissl eraridasmpor um periodo minimo de
sete dias em solucéo de formalina a 10 %. Apospestedo minimo de fixacdo das secc¢des, 0s
cortes eram montados em laminas histoldgicas gadatlas, e deixadas para secar por no
minimo 24 horas.

Os cortes eram entédo desidratados em solu¢cfesn@ eas seguintes concentragdes:
75 %, 95 % e 100 %. As laminas permaneciam porriutms em cada solucéo, sendo, entéo,

mergulhadas por 10 minutos em solucdo desengoteéudenetanol 100 % mais cloroférmio
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numa proporcao de 1:1. Os cortes eram novamentatdibs nas solucbes de etanol numa
sequéncia de concentracdo a 100 %, 95% e 75 %Gipos minutos em cada. Logo apos,
durante um minuto, todos os cortes eram lavadosagua destilada para serem imersos na
solucéo de cresil violeta a 37-40° C por 1 a 2 magiuNovamente, as laminas eram passadas na
agua destilada, até que todo o excesso de cres#tavifosse lavado. Em seguida, os cortes
passavam pelo etanol a 95 % com 5 gotas de aoddic@cpor 3 a 6 minutos, com o intuito de
diafanizar a coloracdo de cresil violeta. Por fow,cortes montados percorriam uma sequéncia
de solugbes de etanol a 95 %, etanol a 100 %, leaal@) % mais acido butilico (proporcéao de
1:1), por 3 minutos em cada. Antes de serem cabeden Entellan (Merk) como meio de

montagem, as laminas eram desidratadas em xild@ ponutos.

3.9.3 Impregnacéo da mielina pela prata e mieloardtetura

A camada granular (IV) de areas corticais sensogaimarias sao geralmente mais
mielinizadas do que as de areas de segunda oraemassgociativas. O protocolo utilizado
(GALLYAS, 1979 modificada por JAIN et al., 1988)sui revelar esta mielinizagdo através da
impregnacdo pela prata e sua posterior revelagé@ndo-se um contraste entre as areas
corticais com diferentes intensidades de mieliréipac

Os cortes histologicos separados para o protoceloGédllyas eram mantidos em
formalina a 10 % por no minimo 30 dias. Inicialneends cortes eram lavados em agua
destilada por cinco minutos e em seguida, erambamos em uma solugdo 2:1 de
piridina/anidrido acético, por trinta minutos. Eegaida, os cortes eram lavados trés vezes por
trés minutos em acido acético a 0,5 %. Logo amdspdes eram colocados em prata amoniacal
e mantidos por uma hora. Esta solucdo consistgyde destilada, nitrato de prata, nitrato de

amonia e hidroxido de s6dio. Novamente, os cont@s éavados em acido acético a 0,5 %. Na
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etapa final, os cortes eram colocados seguidaneemtd) solucao reveladora com carbonato de
sédio, nitrato de prata, nitrato de amdnia, acigdmstosilico, Agua destilada e formalina a 35%
por 5 a 10 minutos; 2) agua destilada para a lawads cortes; 3) solucdo “branqueadora” de
ferricianeto de potassio (KFeCN) e 4) solucéo foradde tiossulfato de sédio (NaThioS). Apds
cinco minutos no fixador, os cortes eram lavadosagom destilada por trés vezes, para em

seguida serem montados em lamina gelatinizada emeimde gelatina e alcool a 95%.

3.9.4 Histoquimica para citocromo-oxidase e NADPHjidforase

Os protocolos abaixo utilizados se baseiam no d¢ande que a presenca das enzimas
citocromo-oxidase e NADPH-diaforase no tecido psde revelada pela conversdo de um
substrato aplicado ao tecido, o cromogeno, o qegllta em um produto corado no final da

reacdo (HOROBIN, 1982).

3.9.4.1 Citocromo-oxidase (WONG-RILEY, 1979)

As seccOes separadas para a reacao de citocronmsexeram incubadas “overnight” em
uma solucéo contendo: 50 ml de tampé&o fosfato Q,2gWtle sacarose; 25 mg de citocromo C;
13 mg de diaminobenzidina (DAB, Sigma) e 19 mg akalase. Os cortes eram protegidos da
luz e monitorados inicialmente de 1 em 1 hora par#icar a velocidade da reacdo. No dia
seguinte, caso os cortes ndo tivessem atingiddeasitlade de reacdo adequada, uma nova

solucédo era preparada e os cortes eram reincubados.
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3.9.4.2 NADPH-diaforase (SCHERER-SINGLER et al339

Os cortes a serem reagidos para NADPH-diaforage exeolhidos apds a criotomia em
tampao fosfato 0,1 M. Antes da reacao todas a¥iescgram lavadas 3 vezes por 10 minutos
em tampao tris 0,1 M.

Apoés a lavagem, os cortes eram incubados em ume&sote incubacdo. Para preparar
esta solucao, inicialmente misturava-se 50 ml diecdo de tris 0,05 M (pH n&o corrigido) com
300 mg de D-L-Acido Malico (0,4 M). Em seguida ajastado o pH da solucéo resultante para
8.0 com NaOH 5N. Apos o ajuste de pH, era acreaderd solucdo: 1) 15 mg de nitro blue
tetrazolium (SIGMA, catélogo no. N-6876); 2) 0,5 dd dimetil-sulfoxido (DMSO, SIGMA,
catalogo no. D-5879); 3) 0,5 ml Triton X-100; 4) 1§ de cloreto de manganés, 50 mg de beta-
NADPH (SIGMA, catalogo no. N-0505).

Os cortes permaneciam na solucdo sob agitacdoaot@sao abrigo da luz com
monitoracdo de 1 em 1 hora para verificar a velmtedda reacdo. Caso 0s cortes ndo reagissem
nas primeiras 6 horas, permaneciam incubados “mrdine sendo retirados da solugcdo de

incubacgao no dia seguinte.

3.9.5 Imunohistoquimica para calbindina e parvalburma

Células de determinados sistemas bioquimicos possoteracdes especificas entre
regides protéicas com determinados grupos quinpadgulares (HOROBIN, 1982). Valendo-
se deste principio, as técnicas imunohistoquimitdzam-se preferencialmente da ligacao
antigeno-anticorpo para “marcar” determinadas prate A calbindina e a parvalbumina séo

proteinas que podem se ligar a anticorpos espesifeselados posteriormente na reacao.
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Todos os cortes separados para as séries de @athang@arvalbumina eram lavados em
uma solucdo de tampéo fostato salina na diluicdb & (PBSB) 2 vezes por 10 minutos e uma
vez por 60 minutos antes do inicio da reacao.

A seguir os cortes de cada série eram incubadosamt@orpo primario por
aproximadamente 22 horas sob agitacdo constantant@®erpos primarios utilizados eram do
kit Vector, soro de cavalo. A diluicdo do anticogmimario para calbindina era de 1:2500 e de
1:3000 para parvalbumina. Em seguida os cortes éaatdos em PBSB trés vezes por 10
minutos e entdo, incubados no anticorpo secundkitio/ector PK4002, 1:200por 1 hora.
Antes da proxima etapa de revelacdo das célulasanas, os cortes eram novamente lavados
trés vezes por 10 minutos. No preparo para a rgdelas seccdes eram incubadas na solucao
resultante do kit ABC (Vector) por 1 hora. Estaugéb continha 15 ml de diluente, trés gotas
do reagente “A” e trés gotas do reagente “B” (Kt@\Standard da Vector). ApGs o preparo, era
deixada em repouso por cerca de 20 minutos parmaafop complexo avidina-biotina que
caracteriza a solucdo resultante “C”. Apés a in¢ébana solugéo “C”, os cortes eram lavados
trés vezes por 10 minutos. Por fim, os cortes emralados na solucao de DAB 0,05% por
aproximadamente trés minutos. Esta solucdo camsesti DAB (Sigma-Aldrich), PBSB e

peroxido de hidrogénio a 3%.

3.10 Analise e Documentacédo dos resultados

3.10.1 “Plotagem” das células marcadas pela fluore&ncia
Os cortes montados para fluorescéncia foram adas@m um microscopio Leitz
(Orthoplan 2) dotado de uma fonte de epifluoreseéadiltros adequados para a observacao

das células marcadas retrogradamente pelos tragafiioorescentes.
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Os cortes eram desenhados com o auxilio de umaandiit dos eixos e y da platina do
microscopio, conectado a um computador dotado dgrama de plotagem celular MD-Plot
versao 3.3 (Minnesota Datametrics Corporation).o&igio dos corpos celulares das células
marcadas retrogradamente no talamo e no cortexdigitalizada. Adicionalmente, eram
desenhados neste sistema o contorno dos sitiogegéo, vasos sanguineos, lesdes e o contorno
dos cortes histologicos onde as células marcadas encontradas. Os desenhos eram feitos
com objetivas de 10x (talamo) e 25x (cértex aplahad

O calculo da porcentagem de células marcadas rattagnente no talamo foi realizada
nos casos mais completos. A contagem final foafein todos os cortes plotados, incluindo
todos os nucleos talamicos identificados. O redaltéinal foi ilustrado mostrando-se a
porcentagem de células marcadas do nucleo somasosise (VB) e dos nacleos motores (VL,

VA e VM). A totalidade do restante dos nucleosrtatés foi considerada em conjunto.

3.10.2 Delimitacao dos nucleos do talamo

Os nucleos talamicos foram identificados em secgigadas pelo método de Nissl e/ou
citocromo-oxidase. A delimitacdo dos nucleos inies®@ com 0 ajuste do ganho das seccbes
para permitir o alinhamento com os desenhos redeiada plotagem da fluorescéncia. Os
desenhos da arquitetura talamica foram realizadms ¢ auxilio de um microprojetor de
laminas histologicas (Ken-Vision) ou de um aristof(Eleitz Wetzlar). A sobreposi¢céo entre o
corte corado para substancia de Nissl e o coreezadfe usado para analise de fluorescéncia era
baseada no contorno da secc¢éo e na posicédo dassaggilineospresentes em ambos os cortes.
Uma vez realizada esta sobreposicéo, os limitesndodgos eram desenhados sobre o desenho
da plotagem das células marcadas. O desenho rdgsuttasta sobreposicdo era escaneado e

transferido para o programa gréafico Canvas X (AGBt&ns)para acabamento final.
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3.10.3 Delimitacdo das areas corticais

As areas corticais foram identificadas pela detigéib das bordas evidenciadas no
método de marcacdo de mielina. A delimitacdo dassacorticais foi possivel através da
fotomicrografia do melhor corte corado pela mielouze permitia a visualizacdo das areas
corticais (2,5x). Os contornos de todas as areastiftadas eram realizados no programa
Canvas X, através do qual foi possivel obter infoy@es do tamanho da area ocupada por cada
area cortical e pelo neocortex do animal. Em algas®s, mais de um corte eram desenhados
no aristofoto e o resultado da sobreposicdo makiras limites arquitetonicos era utilizado
para a analise.

Uma vez identificadas as bordas eletrofisiolégieasieloarquitetdnicas das areas S1,
SR e SC, todos os cortes de fluorescéncia plotaddglD-Plot eram sobrepostos aos mapas
eletrofisioldgico e arquitetdnico para unir as mfieacdes de marcacao fluorescente retrograda
com a bordas das areas. Esta sobreposicdo erzadealo programa Canvas X, baseada no
contorno das secc¢des, na posicdo dos vasos sangjéides sitios de injecao.

A medida da area ocupada no neocortex por S1, \I1,eAcértex frontal foi obtida
automaticamente a partir da criacdo de um contermdorno destas areas - recurso disponivel

no programa Canvas X.

3.10.4 Fotomicrografia
Os cortes destinados a analise arquitetdnica dexcértalamo foram fotografados numa
camera acoplada ao microscopio Leitz (Orthoplarsdl) a objetiva de 2,5, 5x e 6,3x. Os

ajustes de imagem antes da montagem das figurasfeit®s no programa Abobe Photoshop
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versao 5.5. A fotografia resultante era transfepdaa o programa grafico Canvas X para

tratamento final final.



4. RESULTADOS

Nos resultados que se seguem, objetivamos descasvprojecbes tadlamo-corticais e
cortico-corticais para as areas somatossensoriie SC do gamb®idelphis aurita Para
tanto, utilizamos mais de um critério de delimitaci bordas corticais, cujos resultados serdo
descritos a seguir. Primeiramente, nos descreverea® subdivisbes arquitetbnicas do
neocortex do gambAidelphis auritaatravés da técnica de Gallyass (mieloarquitet@ain o
intuito de definir a regido onde foram injetadosnesirotracadores, descrevemos também, as
respostas eletrofisiolégicas que caracterizam easasl, SR e SC. Os dados de mapeamento
foram corroborados pela sobreposicdo com a mialdatgra obtida.

Em seguida, nOs reanalisaremos as subdivisfestetfmicas do tdlamo motor e
somatossensorial desta mesma espécie, comparandicacao obtida pelo método classico de
Nissl, com as técnicas de citocromo-oxidase, NADRRMerase, calbindina e parvalbumina,
utilizadas pela primeira vez no talamo desta espémara certificarmo-nos dos limites dos
ndcleos talamicos que projetam para o cortex s@siest

Por fim, apds o reconhecimento das areas cortealss nucleos talamicos a serem
estudados, descreveremos o0 padrdo de projecdesicadae corticais através de injecbes de
neurotracadores nas areas S1 e SC do neocorteandoa@idelphis aurita As injecdes de
neurotragadores em SR desta espécie foram reaizadariormente por Santiago Martinich
(1996) na regido pos-orbital e também por Donogh#ner (1981). A area SC foi enfatizada
no nosso estudo para verificarmos a possivel hay@ldesta regido com outras areas
somatossensoriais caudais a S1 caracteristicasstémna sensorio-motor de mamiferos com

enceéfalos complexos, tais como as areas 1, 2 texqdarietal posterior (KAAS, 2004).



4.1 Caracterizagdo Anatomo-Funcional das areas sostésicas ddidelphis aurita
4.1.1. Mieloarquitetura

A mieloarquitetura do cortex do gambéelphis auritafoi analisada através de seccdes
tangenciais, as quais incluiram cortes desde arfttipepial até a substancia branca,
processados através da técnica de Gallyas (1978ificaola por Jain et al. (1988oram
escolhidos para ilustragéo fotogréfica aquelesesagie melhor permitiram a identificacdo das
bordas de areas sensoriais.

As areas sensoriais primarias destacam-se por se@mdensamente marcadas para
mielina do que o restante do neocortex (FiguraMa$. quatro casos analisados, o cortex visual
primario sobressaiu-se como 0 mais extenso, seglodoortex somatossensorial primario S1
(Figura 12a-d). Em geral, o cértex auditivo tendeocupar uma menor por¢cdo do neocortex,
assim como o cortex frontal (ndo-sensorial), quabtm apresentou densa marcacdo para
mielina (Figura 11a-c). A regido frontal, foi inlEmente marcada pela técnica de Gallyass e
parece incluir a &rea F4 citada por Martinichl e{2900).

De especial interesse para 0 nosso estudo, as3te&R e SC puderam ser facilmente
distinguidas entre si pela marcacdo de mielinaf@ore descrito acima, a area S1 mostrou-se
densamente marcada (Figura 11). A regido mais,dlaediatamente rostral a S1 e caudal a
fissura orbitaria foi identificada como SR (BECKadt, 1996). A area SC, apresentou intensa
marcacdo de mielina, embora tenha marcado mencgmmente do que S1. Uma excecéo
ocorreu no caso 0705 (Figura 11b), onde a drea &@ron-se muito levemente marcada.

O cortex peristriado nDidelphis auritafoi identificado entre V1 e o cortex parietal, de
acordo com Martinich et al. (2000). Ainda na regmaedial do cortex periestriado, foi possivel
observar uma regido altamente mielinizada e de dmnarredondado (Figura 1la e 1l1c)

semelhante aquelas
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Figura 11. Fotomicrografia das areas sensoriais dgamba Didelphis auritareveladas pela
mieloarquitetura. Em (a) e (b) tém-se as areas S1, SR e SC em detahe, em dois casos
diferentes. A area S1, central, € a mais densamegiteada para mielina (em preto), enquanto
gue as areas SR e SC séo caracterizadas por umacamum pouco menos densa do que a de
S1. Em (c), um terceiro exemplo, em menor aumentstrando V1 e o cortex auditivo (AUD)
gue também apresentam intensa marcacao para mi€lirdesenho esquematico no canto
inferior esquerdo da figura ilustra as subdivisgegpostas para o caso 0602. A seta branca nos
trés casos aponta para a fissura orbitaria. Assseta preto e cinza representam,
respectivamente, a localizacdo do cortex periestreaparte da insula. Barra de calibracdo em

(@ e (b)=1mm;em(c) =2 mm.
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Figura 12. Proporgcdo ocupada pelas areas corticais no gamtaidelphis aurita Analise

guantitativa da area ocupada pelas areas sengmiiadrias e area frontal (Fr) no neocértex do
gambd, tendo como base a marcacdo de mielina. @os tws casos ilustrados, o cértex visual
primario (V1) destacou-se como a area sensorighgsid mais extensa, seguida do coértex
somatossensorial (S1). No caso 0506, a delimitdgdarea Fr ndo foi possivel. Aud = cortex

auditivo.



observadas nesta espécie e Kkonoldelphis domesticacom a utilizacdo de técnicas

histoquimicas (MARTINICH et al., 1990; FRANCA, 1999

4.1.2 Caracteristicas eletrofisioldgicas de S1, SRSC
4.1.2.1 Mapeamento do cortex somatossensorial par(al)

As caracteristicas eletrofisiologicas do cortexigtal anterior do gamb®idelphis
aurita foram estudadas em cinco animais (Tabela 2)

O cortex parietal anterior foi mapeado atravésregpstro eletrofisiologico multiunitario
detalhado dos cortices SR, S1 e SC. Para a comdposig mapa eletrofisiologico, foram
realizadas de 62 a 94 penetracdes por experimgitte Tabela 2). Apdés 0 processamento
histologico do tecido cortical, 0 mapa eletrofiégito foi sobreposto a fotomicrografia do

padrdo de marcacao de mielina, permitindo assidelmitar as bordas das areas S1, SR e SC.

Resumo dos resultados dos registros eletrofisiobé

N°. de sitios de registro Extenséo aproximada de
Realizados S1 (mm)

Caso 0409 - 4,6

Caso 0506 62 =

Caso 0602 82 3,86

Caso 0629 99 1,96

Caso 0701 94 =

Caso 0705 84 3,2

Tabela 2 Numero de penetracdes de cada experimento réaliza
cortex parietal para a delimitacdo das areas S1,eSBC pelo
mapeamento eletrofisiologico. Os desenhos resakadé andlise da
mieloarquitetura e eletrofisiologia permitiram itifoar a extensao
ocupada por S1 no cortex parietal anterior e @mltsh estimada desta
area para a da fissura orbitaria.



De acordo com o0s nossos resultados, a area S1 ocopaextensdo média no eixo
rostro-caudal de 3,5 mm, sendo o seu centro |l@hliz aproximadamente 3 mm da fissura
orbitéria.

Dentro de S1, em todos os casos analisados, pwageminio de sitios de registro com
respostas cutaneas (ao toque leve ou superfidigilira= 13). No entanto, alguns sitios sO
apresentavam resposta a estimulacdo profunda deptoees cutaneos (toque profundo),
apertos leves ou respostas fracas a estimulacdofisigd dos receptores cutaneos. Isto foi
observado tanto na representacéo da pata diagteirdo na da face (Figura 15). Ainda dentro
de S1, obtivemos alguns sitios de registro senostg@ estimulacdo somestésica. Em geral, os
sitios ndo-responsivos eram novamente testados mnsaegundo momento para verificar
possivel interferéncia da anestesia, que ocasiemimpoderia estar diminuindo a resposta
neuronal.

O objetivo principal do mapeamento eletrofisiol@giera caracterizar a area onde o
neurotracador havia sido injetado. Considerandoagueepresentacdes da face em S1 e S2 do
gamba sdo vizinhas e possuem uma borda comum (B&CHK., 1996), decidimos que as
injecOes de neurotracadores seriam realizadaspnesentacao da pata anterior, para que nao
existisse o risco de injetar na representacdo ca da S2 por engano. Como as injecdes na
representacdo da pata anterior do cortex somestpsimario foram privilegiadas, a maioria
dos mapeamentos realizados limitaram-se a detatimmipalmente esta regido em S1.

Conforme descrito anteriormente (BECK et. al., 2996NDE, 1963; PUBOLS et al.,
1976), notamos que a representacdo da pata amerioértex somatossensorial priméario do

gamba encontra-seedial a representacao de face (Figura 14-17)oTretepresentacéo da



Tipos de respostas somatossensoriais em S1, SR e SC
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Figura 13. Quantificacdo dos tipos de respostas somatossensigipresentes nas areas S1,
SR e SC, em preparacdes anestesiad&3n todas as trés areas existem sitios de pe@etrac
responsivos ao toque leve (barra preta) e a estg&al somatossensorial profunda (barra
branca, a-d). A area S1 caracteriza-se pela predotia de respostas a toque leve a-d),
enquanto as areas SR e SC distinguem-se pela préduna de sitios sem resposta a
estimulos somestésicos (barra cinza, a-d). Paraomadc¢do, os sitios de registro
guantificados referem-se a segunda sessdo de roeggtrofisiologico de cada caso

apresentado.



face quanto na pata os campos receptores multiosittendem a ser pequenos, representando
partes restritas do corpo, tais como uma unicadaacoxim ou vibrissa (Figura 15).

A borda rostral e caudal de S1 foi obtida pela doag@o da eletrofisiologia com a
mieloarquitetura. De uma maneira em geral, estadasaendem a ser aproximacdes. Caso a
borda eletrofisiolégica n&o coincidisse com a bordgaeloarquitetonica (Figura 17)
observavamos os sitios de registro préximos a bamgiaitetdnica: consideravamos fora de S1,
0s sitios apresentando campos receptores granpgessertando, por exemplo, toda a pata
anterior ou o antebraco, e/ou com resposta a dagdm profunda, ou ainda sitios nao
responsivos. Sitios de registro com resposta iatanstoque leve geralmente circundados por
sitios ndo responsivos eram eventualmente localizddra de S1, dependendo de sua
localizacéo.

Nossos resultados demonstram ainda, que as refaeS8es dos segmentos distais e
proximais da pata dianteira orientam-se no eixtreesaudal de S1, estando os segmentos mais
distais préximos a area SR e 0s proximais prograssnte mais posteriores em S1 (Figuras 15
e 17). Em geral, apés a representacdo das falamgsseguindo-se em direcdo a borda caudal
de S1, passa-se progressivamente pela represedtagaoxins, e a seguir, do punho (Figura 15
penetracdes 1, 2 e 3, respectivamente; Figuraiépaedes 1-5). Em alguns casos (Figura 16),
a representacdo do antebraco foi identificada dedagr S1, caudal a representacdo do punho
(Figura 16b penetracéo 5).

A disposicéo dos cinco dedos no cortex somatosgahprimario parece ser orientada
no eixo médio-lateral. Nos casos 0629 (Figura 16Y@5 (Figura 17), nota-se que o primeiro
dedo (polegar) esta representado lateral a repgegsendos demais dedos, enquanto que a
representacdo do quinto dedo localizou-se maisaimente no cortex. No caso 0629 (Figura

15), o dedo cinco, a regido ulnar da pata, do punkdo antebraco sdo encontrados em uma



mesma seqUéncia rostro-caudal de penetracbes dFigbr sitios 1 a 4). Na fileira
imediatamente lateral a esta, foram encontradespassentacdes do dedo trés e o coxim palmar
imediatamente proximal a ele (Figura 15, sitio§ ®, 7). Nesta mesma fileira, observamos as
representacdes dos coxins 4 (Figura 15, sitioN@)aso 0705, os dedos 5, 3 e 1 encontram-se
representados sequencialmente de medial paral I@&yara 17, sitios de penetracdo 3, 10 e 12,
respectivamente). Esta organizagdo assemelhaistaadorsal da pata, com as falanges distais
dos dedos apontando para o polo rostral do neacdm alguns casos, no entanto, uma
topografia organizada da pata anterior ndo podelssrvada (Figura 15, sitios de penetracdo
14 a 21).

Prosseguindo lateralmente no cértex, identifica-b®rda entre a representacdo da pata
dianteira e da face em S1. A borda entre as repeegies de face e pata é caracterizada
eletrofisiologicamente por penetracbfes com respambatoque profundo e campos receptores
maiores (Figura 14 a 17). O mesmo principio pédesendido para as bordas rostral e caudal
de S1, como mostra a Figura 16. As penetracOescagtaeterizaram estas bordas também
apresentaram respostas aos estimulos profundoamsaeceptores maiores (Figura 16, sitios
1e6).

A representacao topografica das vibrissas em Sé pedavaliada no experimento 0629
(Figura 15). Os campos receptores multiunitariaetrados podiam tanto envolver multiplas
vibrissas de uma mesma fileira, ou representar wmza vibrissa. Além disso, esse resultado
sugere que vibrissas de uma mesma coluna est@seepadas no eixo rostro-caudal do cortex.
Como mostra a Figura 15g, a segunda vibrissa @lfjleira inferior, encontra-se representada
na regido rostral de S1 (sitio 2), enquanto queilasssas VIl das fileiras mais dorsais séo

representadas sucessivamente nas regioes cauddigsidios de registro 33-36, Figura 15).
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Figura 14. Organizacao somatotépica da pata anterior de S1 (pgrimento 0602). Em (a)
area em verde ilustra a extensdo de S1 neste eaonpeloarquitetura. As linhas pretas
continuas e pontilhadas representam a fissuraabebd borda arquitetdnica de SR (rostral) e SC
(caudal), respectivamente. Os campos receptoresspondentes aos sitios 1 a 4 localizados em
S1 (b) sdo pequenos e representam uma uUnica fatangexim. Os sitios 5 e 6 em SC possuem
campos receptores maiores (c). As convencdesdatopara esta figura serdo utilizadas também

nas figuras 20 a 22. OR = fissura orbital. Barrgaléracdo = 1mm.



a. Caso 0629 pata anterior "
X ce o 8 O\ ¢

SR |
SC
X 5 ¥
: 2 & %
X X N2 1397 0. X
X X b ‘ TS ‘ "- b4 Rostral
Xy (45 w3 1
DY 2ps
'j . £ X X Lateral
X ®)x x
X X o
Rostral 11 — borda pela eletrofisiologia
Usterst y Q respostas a estimulaggo cutanea superficial
X X @ respostas aos estimulos cutaneos profundos ou cinestésicos
L] .7 X sem respostas
33 y3 @ @/ p
ST X s1

12/13
23/31

Figura 15. Organizacdo somatotépica da pata anterior e da facge S1 (experimento 0629).
Os campos receptores em (b) correspondentes asslsé 4 localizados em S1 (a) representam a
regido ulnar dos dedos, pata, punho e antebracsiti®s 5 a 7, posicionados mais lateralmente
em S1 (a) possuem campos receptores para a regifialcda méo (c). Os sitios 32-37 (Q)
representam uma fileira de penetracdes localizaaia fateralmente em S1, orientada no eixo
rostro-caudal, na representacéo da face. Os reégpecampos receptores progridem das vibrissas

localizadas nas fileiras inferiores (ventrais) pasauperiores (mais dorsais). Barra de calibracéo
Imm.
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Figura 16. Organizacdo somatotopica da pata anterior de S1 (pgrimento 0701).0s sitios

1-6 (a) localizados em S1 representam uma fileggpenetracdes orientada no eixo rostro-

caudal. Em (b) os respectivos campos receptoregigeon dos segmentos mais distais da mao

para os proximais, como o antebrago. As bordas Hecd®n SR e SC correspondem a

penetracdes (sitios 1 e 6) com resposta a estidwlpfunda (circulos brancos) e campos

receptores maiores (c). Barra de calibracédo = 1@R= Fissura orbital
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Figura 17. Organizacdo somatotopica da pata antenioem S1 (experimento 0705)0Os campos
receptores em (b) correspondentes aos sitioslacalizados em S1 (a) representam a regido ulrear do
dedos e méo. Os sitios 8 a 11, posicionados ntaisliamente (a) possuem campos receptores para a
regido central da mao (c). O sitio de penetracBalizado em SR (a) corresponde a trés coxins da
regido ulnar da pata anterior (b). Os sitios 13 gd) localizados em SC representam toda a pata
anterior e o antebraco (c). Em ambas as areasitios ilustrados apresentaram resposta apenas a

estimulacao profunda (circulos brancos). Barraatibracdo = 1mm. OR = Fissura Orbitaria.



4.1.2.2 Cortex somatossensorial caudal (SC) ealdSR)

O cértex somatossensorial caudal (SC) correspondaaaarea localizada entre S1 e o
cortex periestriado (MARTINICH et al., 2000), senitentificado como uma regido com
intensidade de mielinizagdo intermediaria entre(r8ais densamente mielinizado) e o cortex
periestriado (pouco mielinizado) (Figura 11).

A Figura 13 mostra a prevaléncia dos sitios de tpgg@o sem respostas na area SC, o
gue dificulta o estabelecimento de uma borda disindgica com o cortex periestriado, uma
vez que esta regido também ndo € responsiva emarpgdes anestesiadas. No entanto, foi
possivel registrar algumas respostas a estimutatiéisuperficial e profunda (Figura 13), o que
reforca a caracterizagdo desta regido como senddatea de processamento somestésico.

A extensdo de SC no eixo rostro-caudal, avaliadia méeloarquitetura em dois casos
diferentes encontra-se quantificada na Tabela 3.

J4 a area somestésica rostral (SR) compreendeido riegalizada entre a fissura
orbitaria e a borda rostral de S1 (Figura 11). 8ad8R € caracterizada eletrofisiologicamente
pela predominancia de sitios de penetracao naonsss a estimulacdo somestésica (Figura
13).

Extensdo de SC (mm?) Distancias do centro de SC para
a fissura (mm)

Caso 0409 1,8 5,3
Caso 0506 - -
Caso 0602 1.8 5,7
Caso 0705 = =

Tabela 3. Medidas da area SCArea ocupada por SC no cortex parietal
anterior e distancia do cenestd area para a fissura orbitaria (medida
obtida a partir da metade dsuifia).



Neurdnios tanto em SC quanto em SR apresentam sarapeptores em geral maiores
do que aqueles registrados em S1. A Figura 14 @8@2) ilustra 0s campos receptores para 0s
sitios 5 e 6 em SC que corresponderam, respectitardetoda a pata anterior e ao antebraco
(Figura 14A e C). O mesmo resultado foi obtido ascc0705 (Figura 17). Os sitios de registro
em SC (13 e 14) e SR (7) respectivamente, apreaanteampos receptores maiores do que
aqueles descritos para S1. E possivelmente que saabaireas SR e SC possuam uma
representacdo completa do corpo que ndo pdde servalda por nosso trabalho nem por
Pamela Beck (BECK et al., 1996), pois além dasasisg encontradas apos estimulagédo da pata
anterior, respostas a estimulagdo da face tambémfobtidas em ambas as areas corticais,

porém em poucas penetragdes (dados nao ilustrados).

4.1.3 Projecdes cortico-corticais para S1 e SC

A Tabela 4 lista todas as injecOes de neurotragadoealizadas neste estudo. Em
resumo, nos casos 0602 e 0629 foram realizadasdmaima injecdo em regides diferentes da
representacdo da pata anterior em S1, uma marslresbutra caudal. No caso 0629, duas
injecdes foram realizadas, porém obtiverposblemas técnicos no processamento do cortex.
Assim, apenas as projecdes tadlamo-corticais pudsenestudadas no caso 0629. Todas as
injecBes abrangeram a mesma profundidade no ca@dexexcessao do caso 0705 e caso 0602
(injecdo na representacdo da face e pata de Sfectemmente). Ndo observamos um
espalhamento do neurotracador para a substangiasbres casos apresentados. Nos animais
0705 e 0701, foram feitas injecbes em S1 tantoepeesentacdo da face quanto na da pata,
permitindo comparar as conexdes efetuadas poedifes campos de representagcéo topografica.
A figura 18 ilustra sitios de injecéo e células cadas correspondentes as injecdes de FE (A,B),

DY (C,D) e FR (E,F), respectivamente.



Distancia

Area Area de Tempo de
Neurotragador  da fissura Profundidade da
injetada espalhamento sobrevida
orbitaria injecao
Caso Borda 0,0645 mm?
FR 4.5 mm 12 dias -

0409 S1/sC

Caso 0,0194 mm?
Slpata FE 1,7 mm 11 dias Superficie ate 1440m
0602
S1 pata DY 3,8 mm 0,129 mm? 11 dias Superficie ate 84Qim
SC FR 51 mm 0,0258 mm? 11 dias Superficie ate 1440m
Caso 0,9677 mm2
S1 pata DY 2,5 mm 11 dias -
0629
S1 pata FE 3,6 mm 0,0258 mm? 11 dias -
SC FR 4,6 mm 0,258 mm? 11 dias -
Caso -
S1 pata DY 2,7 mm 12 dias -
0701
S1 face FE 2,6 mm - 12 dias -
SC FR 3,8 mm - 12 dias -
Caso 1,3548 mm?
S1/SR/SC DY 1,5mm 10 dias Superficie ate 1200m
0705
S1 face FE 2,3 mm 0,0645 mm? 10 dias 80um ate 120Qum
SC FR 4,2 mm 0,1935 mm?2 10 dias Superficie ate 1200m

Tabela 4. Resumo das inje¢cbes de neurotracadoresDados de todos os experimentos
realizados que envolveram injecdo de neurotracadaooecortex somestésico. FR = fluoro-

emerald; FE = fluoro-ruby; DY = diamidino-yellow.



4.1.3.1 Cortex somatossensorial primario (S1-paterier)

No caso 0604 Figura 19), foi realizada uma injecdo de FE enp&kima a borda com
SR e outra injecdo de DY mais caudal. A Figura IfAbstra 0os campos receptores
correspondentes aos sitios de injecdo, correspdand&nmepresentacdo do punho e antebraco,
respectivamente. Muito poucas células foram marscadtogradamente por FE, a maioria
proxima ao sitio de injecdo nas areas S1 e SRr@fAc). No entanto, algumas células também
foram visualizadas em por¢cdes mediais de S1. #e@aS2/PV, muito poucos neurdnios foram
marcados por FE.

Ainda no caso 0602, a injecdo de DY na regido dadel&s1 (Figura 19) resultou em
células marcadas nas areas somatossensoriais S SRCO sitio de injecdo correspondeu a
representacdo do antebrago do cortex somestésimariar (Figura 19b). Semelhante a injecéo
de FE neste mesmo caso, 0s neurbnios retrogradammamtados por DY limitaram-se a area
circunvizinha ao sitio de injecdo (Figura 19c) taet S1 e quanto em SC. Células marcadas
também foram identificadas em SR, mediais ao ditignjecdo. Esta injecdo ndo resultou em
marcacao em S2/PV.

No experimento 070FFigura 20), foi realizada uma injecdo de FE maesentacdo da

face em S1. As células retrogradamente marcadasaffic restritas ao cortex somestésico,
destacando-se os neurbnios em torno do sitio dedioj Um grupo de células foi encontrado na
regido medial do neocortex. Estas células se estemd do sitio de injecdo até SC e
prolongaram-se para uma zona medial ao cértex $ési@s, que parece corresponder a area
PM previamente descrita nesta espécie (MARTINICHI.e2000).

A injecdo realizada com o neurotracador DY na igmacdo da pata anterior no caso
0705 (Figura 21), resultou em um grande espalhameéotneurotracador, provocando uma

intensa marcacgao no cortex. Diferente do padrédmbias injecbes descritas acima, foi obtido



um grande numero de células marcadas em S1, SRy ESE)rtex periestriado, auditivo e na

area frontal (Figura 21).



Figura 18. Fotomicrografia dos sitios de injecdes e células madas. Note que o sitio de

injecdo do fluoro-emerald (a) apresenta menor kapanto. Em (b) observa-se células
retrogradamente marcadas no nucleo VB (b). O d&i®Y (c) e o de FR (e) eram facilmente
identificados. Em (d) e (f) tem-se células marcadasogradamente por DY e FR,

respectivamente no nucleo VB (caso 0629). Barreatibracéo (A, B, D e F) = 10@m; (C e E)

=50um.



A. Caso 0602 B. Campos receptores dos sitios de injegdo em S1 - Caso 0602

Pata Anterior

Injecédo de Fluoro-emerald Injecdo de Diamidino-yellow

C.Caso 0602

Lateral

@® Células marcadas por FE (Injecdo rostral em $1)
@ Células marcadas por DY (Injecdo caudal Células marcadas por FR (Injegdo em S1)

Figura 19. Projecdes cortico-corticais para S1 (Cas0602).Reconstrucao de cortes transversais
do neocértex. As injecdes de FE e DY foram realigath representacao da pata anterior de S1 (a)
e (b). A maioria das células marcadas foi obserded@ro de S1, em torno do sitio de injecéo (c).
Poucas células marcadas foram visualizadas em SRe $2/PV. Linha vermelha = borda

eletrofisiologica de S1.



A. Caso 0705 B. Campo receptor do sitio de injecéo em S1
Caso 0705

an

Injecdo de Fluoro-emerald

C. Caso 0705

l—b Caudal

Lateral

@ Células marcadas por FE (Injegdo em S1)

Figura 20. ProjecOes cortico-corticais para represgacao da face em S1 (Caso 0705).

Reconstrucdo de cortes transversais do neocortstedaso, a injecdo de FE foi posicionada na
representacao da face de S1 (a) e (b). A maiosgaélalas marcadas foi observada dentro de S1,
em torno do sitio de injecdo (c). Poucas célulasadas foram visualizadas em SC, zona medial

do neocortex e frontal.



A. Caso 0705 B. Campo receptor do sitio de injegdo em S1 - pata
anterior (Caso 0705)

Pata Anterior

B. Caso 0705

@ Células marcadas por DY (Injegdo em S1)

Figura 21. ProjecBes cortico-corticais para a repre&entacdo da pata anterior na area S1
(Caso 0705)Reconstrucdo de cortes transversais do neocoresteaso, a injecdo de DY foi
posicionada na representacdo da face de S1, caimasgento do neurotracador para SR e SC (a).
As células marcadas foram observadas em S1, SREZRY, cortex auditivo, cortex periestriado,

cortex frontal e zona medial do neocortex (c).



4.1.3.2 Cortex somatossensorial caudal (SC)

Foram realizadas quatro inje¢cdes distintas na aoraestésica caudal em 3 casos
diferentes (Casos 0602, 0705, 0409). Assim comoSé&ma posicdo destas injecdes variou
dentro do eixo antero-posterior de SC (Tabela 4).

No caso 0602foi injetado FR em uma regido do mapa eletrdfigjico sem resposta a
estimulacdo somestésica (Figura 22a), mas proxinssos responsivos a estimulacdo da pata
anterior (Figura 14, penetracdes 5 e 6). As célmacadas retrogradamente apos esta injecédo
encontram-se nao sO no cortex somestésico, cont®etamo cortex auditivo e no cortex visual
periestriado (Figura 22b). No cértex somestésiestatou-se um grande contingente de células
dentro de SC, numa posicdo medial ao sitio de dnjeés células marcadas em S1 e SR
apresentaram uma distribuicdo semelhante, com maioero de células marcadas nas regides
corticais mediais. Entretanto, foi possivel no@mmhhém esparsos neurbnios retrogradamente
marcados em toda a extensdo de S1 e SR. Em S24d,grupo de células foi visualizado,
préximo ao coértex auditivo, parecendo evitar agspntacao da face nestas areAsgECK et
al., 1996).

O cortex auditivo, por sua vez, apresentou algung@s neurbnios espalhados na sua
metade posterior (Figura 22b). Na regido rostrat@tex auditivo, correspondente ao cértex
insular (MARTINICH et al., 2000) foram encontragamicas células marcadas (Figura 22b).

No cortex visual, os neurdnios marcados foram iflemtlos apenas no cortex
periestriado. N&o foram observadas células marcadagl neste caso (Figura 22b). Um grupo
de células marcadas foi econtrado numa zona madiebrtex periestriado. Esta regido parece

corresponder ao cortex PM (MARTINICH et al., 2000)



No caso 0705a injecdo de FR em SC ocorreu em uma regidoteaiada por sitios de
penetracdo responsivos a estimulacdo profunda ta gaerior (Figura 23a e b), mais
especificamente dos dedos um e dois.

Assim como no caso 0602, a injecdo de FR em SC omac€lulas no cortex
somestésico, visual e auditivo (Figura 23c). Novateye houve uma intensa marcacdo de
neurbnios na regido medial as areas S1, SR e S€nfdato, no caso 0705, a marcacdo em S1
difere-se do caso 0602 por apresentar neurdniosachas na regido de representacdo da pata
anterior. Em ambos os casos 0602 e 0705, espagsadnins retrogradamente marcados foram
localizados na representacéo da face de S1. N&&are¥/, foram observadas células proximas

ao cortex auditivo. Novamente, observamos neurdmaosegido lateral & marcacdo de mielina,

correspondente a insula (MARTINICH et al., 2000).



A. Caso 0602
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® Células marcadas por FR (Injegao em SC)

Figura 22. Projecdes cortico-corticais para a are&C (caso 0602)Reconstrucdo de cortes
transversais do neocortex. A injecéo de FR foiggosada em SC (a). No cértex parietal anterior,
a maioria das células marcadas foi observada ridoregedial de S1, SR e SC (b). Células
marcadas também foram observadas em S2/PV, cartitiva, cortex periestriado, cortex frontal

e zona medial do neocértex (b).



A. Caso 0705 B. Campo receptor do sitio de injecao em SC
) Caso 0705

Frontal

l_. Caudal

Lateral

@ Células marcadas por FR (Injecdo em SC)

Figura 23. Projecbes cortico-corticais para a are&C (caso 0705)Reconstrucdo de cortes
transversais do neocortex. A injecdo de FR foiepaasentacdo da pata anterior de SC (a) e (b).
No cortex parietal anterior, a maioria das célutescadas foi observada na reprsentacédo da
pata de S1 e na regido medial a S1, SR e SC (a)la€énarcadas também foram observadas
em S2/PV, cértex auditivo, cortex periestriado,texdrvisual primario, cortex frontal e zona

medial do neocdrtex.



A. Caso 0409 B. Campo receptor do sitio de injegéo - Caso 0409
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C. Caso 0409
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@ Células marcadas por FR (Injegao na borda $1/SC)

Figura 24. Projecdes cortico-corticais para a are&C (caso 0409)Reconstrucdo de cortes
transversais do neocortex. A injecdo de FR foigosada na borda entre S1 e SC, numa regido
de representacdo da pata anterior de SC (a) Blgbyortex parietal anterior, as células marcadas
foram observadas dentro de toda extensdo de SKERerma SC (c). Células marcadas também
foram observadas em S2/PV, cértex auditivo, copepiestriado, cortex visual primario, cortex

frontal, insula e zona medial do neocértex (c).



O cértex auditivo, no caso 0705, foi marcado na metade rostral (Figura 23c),
diferentemente do que ocorreu no caso 0602, queomnaua porcao caudal (Figura 22b).

Ainda no caso 0705, poucos neurdnios marcados fafaservados no cértex visual
primario. Um nimero maior de células marcadas ricbatrado no cortex periestriado (Figura
23c).

A regiao medial ao coértex parietal, novamente amtesi uma grande densidade de
células marcadas em toda sua extensdo anteroippgstendo possivel destacar aquelas
agrupadas acima de SC e do cortex periestriadocguespondem ao cortex paramarginal
(MARTINICH et al., 2000).

Adicionalmente, células marcadas no cortex frofataterior a fissura orbitaria) também
foram encontradas no caso 0705 (mas néo no cagy BQura 23c).

No experimento 0409foi realizada uma injecao na borda entre S1 €Fgglira 24). O

campo receptor correspondente ao centro da injeg@ontra-se ilustrado na Figura 24b, e
corresponde a toda pata anterior (estimulacao pdaju A densidade de penetragdes neste caso
foi insuficiente para a formacdo de um mapa sordpicd detalhado de S1, assim como para a
delimitacdo eletrofisioldgica de suas bordas rbstreaudal, que foi estimada principalmente
pela de marcacao de mielina.

A injecdo na borda de S1 com SC difere-se das demaicdes em SC por apresentar
maior densidade de marcacdo em S1 (Figura 24cn A S1, as outras areas marcadas foram:
SR, SC, S2/PV, cortex auditivo, cortex periestrjiad@, cortex frontal e regiao medial do
neocortex (Figura 24c). Nestas areas, os resulta@lmtaos se assemelham as injecdes realizadas

nos casos supracitados.



4.1.4 Sumério das projecdes cortico-corticais p&h e SC.

Os dados acima descritos mostram que a area £beegrojecdes corticais intrinsecas
e de outras areas somestésicas. Essas conexden dduw@gides adjacentes ao sitio de injecéo
em S1, além das areas SC e SR. Intensa projecgmaarda area S2/PV foi identificada em
apenas um dos casos, onde o sitio de injecdo agmsenaior espalhamento.

Em contraste, a area somestésica caudal (SC) niotaente recebe aferéncias corticais
de diferentes modalidades sensoriais, uma vez quebe projecdes de regides corticais
somestésicas, visuais, auditivas, além das progecoeginadas do coértex frontal.

4.2 Caracterizacao anatomo-funcional do talamo seégo-motor
Neste item serdo descritas as projecOes talamizaisrtpara as areas S1 e SC. A

identificacdo das projecdes talamo-corticais ajudamaracterizar o tipo de processamento
realizado nas areas corticais. Mais especificamentilentificacdo de projecdes de nucleos
talamicos motores e sensoriais para as areas Slédarf§portante para esclarecer o envolvimento

destas areas no circuito sensorio-motor do gabntélphis aurita

4.2.1 Subdivisdes arquitetdnicas do tadlamo somest&se motor do gambéa

A identificacdo dos nudcleos talamicos retrograddmenarcados foi realizada atravées
seccdes coronais coradas por cresil-violeta (métteddlissl) e, em alguns casos, confirmadas
por seccOes reagidas para revelagdo da enzimaoritoeoxidase. O método do Nissl se baseia
principalmente no tamanho do corpo celular, na ohogia celular e na densidade de células para
separar os diferentes nucleos.

As subdivisdes arquitetdnicas do talamo somestésitotor (talamo ventral) do gamba
Didelphis auritapreviamente descritas na literatura (OSWALDO-CRUROCHA-MIRANDA,

1968) foram reanalisadas no presente trabalho p&tascas de NADPH-diaforase, citocromo-



oxidase, parvalbumina e calbindina. Com excecadlidsl, as técnicas supracitadas ainda ndo

haviam sido utilizadas na demarcacao dos nuclésitzos do gambBidelphis aurita

Figura 25. Padrdo de marcacdo das atividades enzaticas de citocromo-oxidase e
NADPH-diaforase no talamo.As fotomicrografias (A,D), (B,E), (C,F) séo difates planos

no eixo rostro-caudal de um mesmo animal. A coldaaesquerda ilustra o padrdo de
marcacao de citocromo-oxidase, enquanto que a aotlan direita ilustra o padrdo de
NADPH-diaforase. As bordas dos nucleos VA, VB e fdtam facilmente identificadas por
ambos os métodos e 0 mesmo padrao de marcacabskivado em ambas as marcacgdes,
representado na ilustragcédo (G, H, ). Os cortestriidos lado a lado para os dois diferentes
protocolos séo adjacentes e as setas indicam oone&sso sanguineo. As linhas pontilhadas

em (B) e (E) correspondem a uma marcagcdo da néardpisal a VB consistentemente



observada por ambas as técnicas de citocromo-@xidadADPH-diaforase e que nédo é

visualizada com os demais métodos. Barra de cefibra 1mm.

Figura 26. Subdivisbes talamicas reveladas por imahistoquimica para calbindina e

parvalbumina. Nota-se as bordas do nudcleo talamico VB na seaggda para calbindina (A),



e em (B) para parvalbumina. Células calbindinoip@s (seta) foram encontradas difusamente

no talamo, inclusive em VB (C). Barra de calibragdaO0um (A e B); 125um (C).

Figura 27. Subdivisdes talamicas reveladas pelo noélo do Nissl.Em (A) observa-se que as

células encontradas no ndcleo VA sao de tamanhdmémh formato espinhoso e ovéide. Em



VB (B), os neurdnios sdo grandes ou médios comegsms celulares longos, enquanto que em
VL (B) as células sdo também de tamanho médio,nparém formato poligonal. Barra de
calibracdo = 20Qum.

As seccOes talamicas reagidas para citocromo-axidgadNADPH-diaforase apresentaram o
mesmo padrdo de marcacdo de neuropila (Figura A&5)seccbes talamicas reagidas para
calbindina e parvalbumina diferem no padrdo de su@msacdes nos dois casos analisados (caso
0630 e 0631 — Figura 26). Notavelmente, os cor&8micos reagidos para calbindina
apresentaram muitas ceélulas calbindino-positivascagias, as quais estavam distribuidas por
todo talamo. Em contraste, ndo foram visualizadhslas parvalbumino-positivas apds reagbes
para parvalbumina nos dois casos estudados.

O tadlamo dorsal nesta espécie pode ser subdivighdaliversos grupos, tais como: 1)
grupo anterior, 2) da linha média, 3) medial, d)tka, 5) laterodorsal (OSWALDO-CRUZ e
ROCHA-MIRANDA, 1968). A descricdo das subdivisbesjutetdnicas que se segue se
restringira ao grupo ventral, onde estdo localigaak principais nucleos talamicos somestésicos

e motores.

4.1.2.1 Nucleo Talamico ventral basal (VB)

Segundo Oswaldo Cruz e Rocha-Miranda (1968), oeoU@VYB) do gamba limita-se aos
planos A = 5.5 e A = 3.2 e é caracterizado pofa@®enado por neurbnios grandes e médios com
processos celulares longos. Em nossos cortes égronaicleo VB, rostralmente, era encontrado
em um nivel onde n&o se via mais o nucleo reticulAdeste nivel, observa-se a lamina medular
externa (Lme), ventral a VB (Figura 27). O limitershl de VB, entretanto, € mais dificilmente
delimitado pela técnica de Nissl, uma vez que aden§ vizinhos a VB nesta regido possuem

células com morfologia e densidade semelhantesr@@y).



Os cortes reagidos para a CO e NADPH-diaforase ifjeam a identificacdo do nucleo
talamico VB. Este nucleo foi intensamente marcadado caracterizado por intensa reatividade
para CO e NADPH-d (Figura 25). Um nucleo ou compleuclear localizado dorsalmente a VB
foi caracterizado por uma densa marcacdo nas reagéecitocromo-oxidase e NADPH-
diaforase, porém néo foi marcado tanto pela cailbinguanto pela parvalbumina.

O nucleo VB possui a neurdpila marcada tanto palasirddina quanto para a reagédo de
parvalbumina (Figura 26). A regido latero-ventral\(B apresentou uma marcagdo mais intensa
do que a por¢cdo medial do nucleo em ambas as &&critsta marcacdo sugere uma subdivisao
de VB em duas regides. Estas subdivisdes ndo forsmalizadas nitidamente com o0s outros
métodos utilizados (comparar Figura 26 com 25 e 27)

Além da neurépila marcada descrita acima, a histoiga de NADPH-diaforase revelou

neurdnios marcados fracamente em VB e em todoatossmucleos talamicos marcados.

4.1.2.2 Nucleos talamicos ventral anterior (VA) eentral lateral (VL)

Os nucleos VL e VA formam um complexo nuclear xque segundo Oswaldo-Cruz e
Rocha-Miranda (1968), se estende de A= 6.7 a A= 4do identificados nos planos de corte
mais rostrais do grupo ventral.

No tdlamo, VA aparece como o primeiro nucleo dggrventral, localizado medialmente
ao nucleo reticulado, e no primeiro plano de conge o pedunculo cerebral aparece (Figura 27).
Na preparacao de Nissl, suas células sao de tamaddio, com formato espinhoso e ovoide.

Nos cortes reagidos para a CO e NADPH-d tambénpdesivel identificar os nucleos

talamico “motores” (VA, VL e VM). VL mostrou-se mes reativo (Figura 25), permitindo a



identificacdo de sua borda ventral com VA rostraltege com VB caudalmente. A neurdpila do
nacleo VA mostrou-se intensamente reativa para ambaeacoes (Figura 25).

O nucleo VL, no seu extremo rostral, localiza-sesdionente a VA, em posicdo medial na
primeira seccdo onde surge a lamina medular ext&si@ nucleo possui células também de

tamanho meédio, porém com formato poligonal (Figi#a

4.1.2.3 Nucleo talamico ventral medial (VM)

O ndcleo VM forma um complexo limitado nos plancs &3 e A= 4.0 (Oswaldo-Cruz e
Rocha-Miranda, 1968). Sua morfologia celular repeetdescrita para VB, de acordo com a
coloracdo de Nissl. Este nucleo foi identificadomoo um grupo de células localizado
medialmente aos demais nucleos ventrais, localizimealmente ao extremo medial da zona
incerta (Figura 27).

Nos cortes reagidos para citocromo-oxidase e NARIfbrase, o nucleo VM apresenta-
se bem delimitado e com a neuropila fortemente ad@r¢Figura 25).

Nas seccdes reagidas para calbindina e parvalbyenimeuropila do nucleo VM mostrou-
se fracamente reativa ou ndo-reativa (Figura 26).

As células calbindino-positivas distribuem-se foolo o talamo dorsal. Observamos uma
borda separando a regido de células calbindindipasida regido de ndo-marcacgao celular. Esta
borda encontra-se na no limite entre VB e a lammmeular externa (Lme). Poucas células

calbindino-positivas foram visualizadas abaixo adéstrda (Figura 26c).



4.2.2 Projecoes talamo-corticais para S1 e SC

4.2.2.1 Projecao para a representacao da patéoameicortex somatossensorial primario (S1)

No total, foram realizadas nove injecdes no codematossensorial primario de cinco
animais (Tabela 4).

Na extremidade rostral do cOrtex somatossensorigpo, foi injetado fluoro-emerald
no caso 0602a 1,7 mm da fissura orbitaria (Tabela 4) (Figuba Embora esta tenha sido uma
injecdo pequena (Tabela 4), foi possivel identifjgejecdes talamicas advindas dos seguintes
grupos: grupo anterior, grupo lateral ventral, grigierodorsal e grupo medial (Figura 28).

As poucas células visualizadas no grupo antercardim restritas aos nucleos anterior
ventral (AV) e anterior medial (AM) (ndo ilustradoJa no grupo lateral ventral, foram
encontradas células marcadas nos nucleos VA, VB, WM e C, enquanto que no grupo
laterodorsal foi marcado somente o nudcleo laterrinédio ventral (Liv). Em especial, as
células encontradas em VB se encontravam espallpadasdo o nicleo sem uma segregacao
somatotdpica evidente. Em alguns cortes, as célodasadas pareciam concentrar-se na regiao
latero-ventral do nucleo. (Figura 28 — A 4.90 e0%.50s nucleos do grupo medial marcados
foram o paracentral (PC) e médio dorsal (MD).

A quantificacdo realizada neste caso (Figura 30¢loa que o nucleo VB apresentou
maior incidéncia de células marcadas (59,5%) do agu@lcleos motores VA (1,5 %) e VL
(4,2 %).

Em contraste com esse padréo, a injecdo de DY rdalmmm a area SC (Figura 29)
marcou menos células no tdlamo do que a injec&kd®s ndcleos do grupo anterior ndo foram
marcados pela injecdo de DY. As escassas célddesadas estavam restritas a regido dorsal dos

nucleos VA, VL, Live C.



Considerando que esta foi a segunda maior injeg@lzada no nosso estudo (Tabela 4),
fica impossivel relacionar este padrao adstritprgecdes talamicas para S1 com o volume da
injecdo. O proximo experimento a ser descrito sigee este resultado seria uma conseqiéncia
do transporte lento de diamidino-yellow. Sendoras& possivel que o tempo de sobrevida do
animal tenha sido insuficiente para a efetiva ng@caretrograda de células no tdlamo. Outra
possibilidade é que a leséo cortical provocadaipskxcdo dos cristais tenha lesado os aferentes

talamicos, impedindo seu transporte para o talamo.



Caso 0602

Grupo anterior
Rostral ~@——————® Caudal
Grupo ventral
Lateral
Grupo laterodorsal

Ventral Grupo medial

Grupo posterior
@®Injecdo em S1 (células marcadas por FE)

Figura 28. Projecbes talamo-corticais para a area lS(caso 0602)Reconstrucdo de cortes
coronais do talamo. Acima, desenhos esquematicosotdtes do talamo com os ndcleos e a
distribuicdo de células marcadas pelo neurotrac&fgrinjetado na borda das areas SR e S1
(abaixo). As linhas pretas finas denotam as boed&r® os nucleos talamicos. As linhas tracejadas
representam bordas menos evidentes dos nucleasdatimarcados com a coloracdo de Nissl. A
numeracdo ao lado das secdes talamicas correspoademplano de seccdes do atlas do
estereotaxico do gamba. (OSWALDO-CRUZ e ROCHA-MIRMN 1968). Neste caso, a injecao
de FE foi colocada na representacéo da pata antleri81 (Figura 20a e b). A maioria das células
marcadas foi observada no nucleo VB e VA. Poucislast marcadas foram visualizadas nos
nacleos VL, VM, PC e C.



Caso 0602

Grupo anterior
Grupo ventral
Grupo laterodorsal
Grupo medial

Grupo posterior

Rostral <@—————  # Caudal
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Figura 29. Projecdes talamo-corticais para a arealS(caso 0602)Reconstrucdo de cortes
coronais do tdlamo.Neste caso, a injecdo de D¥dimicada na representacdo da pata anterior de

S1 (Figura 10a e b). Poucas células marcadas fasaralizadas nos nucleos VA, VL, Liv e C.



Projecodes talamicas para S1-Caso 0602 (FE)
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Figura 30. Andalise quantitativa das projecfes talamicas para eepresentacdo somatotopica
de pata em S1 (caso 0602) - injecbes de FE e de Dvta-se que o ndcleo somestésico VB

obteve maior densidade de células marcadas n@mgkg FE, seguido do nucleo VL.



Caso 0629
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| Grupo ventral
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| Grupo posterior

@ Injecdo em S1 (células marcadas por DY)
Figura 31. Projecdes talamo-corticais para a arealScaso 0629)Reconstrucdo de cortes coronais
do talamo. Neste caso, a injecdo de DY foi coloca@aepresentacdo da pata anterior de S1. A
maioria das células marcadas foi observada noeosid/B, VA e PC. Poucas células marcadas

foram visualizadas nos nucleos VB, VM e C.



Caso 0629

@ Injecdo em S1 (células marcadas por Fe)
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Figura 32. Projecbes talamo-corticais para a area lS(caso 0629)Reconstrucdo de cortes
coronais do tdlamo. Neste caso, a injecdo de FEolocada na representacao da pata anterior de
S1. A maioria das células marcadas foi observada mmleos VB, VA e C. Poucas células

marcadas foram visualizadas nos nUcleos AV, VL, VY, PFP, PC e MD.



No caso 0629, duas injecOes foram realizadas ermo®ilos neurotracadores DY e FE
(Tabela 4 e Figura 33). A injecdo de DY foi posigida a 2,5 mm da fissura orbitaria e seu sitio
de injecdo abrangeu cerca de 0,9677 mm? do carteatessensorial primario.

Outra vez, apoés a injecdo de DY, foi observada omaecagcéo restrita a poucos nucleos
no talamo. Tais resultados podem ser visualizadoBigura 31, onde se observa a auséncia de
células em nucleos do grupo anterior (Figura 3%7,.@0 — A 5.90). Em verdade, os neurdnios
marcados por DY limitaram-se principalmente na&egnedial do nucleo VB (A 5.40-A 4.00,
65,3% dos neurdnios marcados, Figura 31); e em maemuopor¢des, aos nucleos vizinhos VM

e C.

a Caso 0629 b Campos receptores dos sitios de injegdo em S1 - Caso 0629

Injegdo de Diamidino-yellow

Inje¢do de Fluoro-emerald

Figura 33. Sitios de injecdo do caso 062Bm (A) nota-se os sitios de injecdo de DY, FE e FR
(circulos em azul, verde e vermelho respectivamefite campos receptores para dos sitios de

penetracdo mais proximos aos sitios de injecapeadgenos (B).



Neste mesmo caso, realizamos uma injecao de FElemn3% mm da fissura orbitaria
(Tabela 4). A analise desta injecdo permitiu a aligacao de diversos nucleos talamicos
marcados (Figura 32), tais como: AV do grupo aateNA, VL, VB, VM e C do grupo lateral
ventral; parafascicular (PF), parafascicular pastaetral (PFP), PC e MD do grupo medial e o
ndcleo posterior (Po), do grupo posterior. O nuckRy mais uma vez, se apresentou mais
intensamente marcado (34,5%), seguido de VA (17(Bguras 32 e 34).

No experimento 0705 também foram estudadas praggegde nucleos talamicos para a
representacdo da pata anterior em S1. O sitio deap¥sentou uma area de 1,3545 mmg2,
expandindo-se para as areas SR e SC (Figura 2IA}aldmo, foram marcados os seguintes
ndcleos (Figura 35): AV, AM (grupo anterior), VABY VL, VM, C (grupo lateral ventral), Liv
(grupo laterodorsal) e PF, PC (grupo medial). Uetgdo na zona medial do talamo foi marcada,

porém os ndcleos nao puderam ser identificados peétodos arquitetbnicos utilizados.



Projecoes talamicas para S1 - Caso 0629 (FE)
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Figura 34. Andlise quantitativa das projecdes talamicas para eepresentagdo somatotopica da
pata em S1 (caso 0629) — injecdes de FE e INota-se que o0 nucleo somestésico VB obteve

maior densidade de células marcadas do que osostuletores em ambas as injeges de FE e DY.



Caso 0705
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Figura 35. Projecbes talamo-corticais para a area l1S(caso 0705)Reconstrucdo de cortes
coronais do talamo. Neste caso, a injecdo de D¥dlmcada na representacdo da pata anterior de
S1, com espalhamento do neurotracador para as 8Ras SC. As células marcadas foram
observadas no nucleo AM, AV, VB, VA, VL, VM, C, RHPC.



Caso 0705

| Grupo anterior
Grupo ventral
Grupo laterodorsal
Grupo medial

‘ Grupo posterior

Rostral <¢——— = Caudal
Medial

Ventral

2mm

Injecao em S1 face (células marcadas por Fe)

Figura 36. Projecbes talamo-corticais para a area 1S(caso 0705)Reconstrucdo de cortes

coronais do talamo. Neste caso, a injecdes de Féofocada na representacdo da face de S1. A



maioria das células marcadas foi observada noseosidV/B, AM. As demais células marcadas
foram visualizadas nos nucleos AD, VA, VL e VM, leWPF.
4.2.2.2 Projecéo para a representacdo da face natek somatossensorial primario

No experimento 0705, uma injecdo de FE foi redhzaa representacdo de face em S1

(Figura 36). O padréo de distribuicdo dos neurdtat@micos marcados foi semelhante aquele
obtido apds injecbes na representacdo da pataican(@igura 35). Neurbnios marcados
retrogradamente foram identificados nos seguintepog: grupo anterior (nucleos AV, AM,
AD), grupo lateral ventral (nucleos VB, VA, VL e )Mgrupo lateral dorsal (Liv) e grupo medial
(PF). Embora a sobreposicdo do sitio injetado comesaltado de nosso mapeamento sugira a
auséncia de espalhamento do tragador para a ref@ede da pata anterior (Figura 20A),
encontramos células marcadas ao longo de todaeaséixt de VB (Figura 36, secdes A4.90 e
4.50); embora nas sec¢cbes mais caudais, a marnagddcleo VB tenha sido encontrada mais
medialmente (Figura 36, A 4.00) onde a represeotadd@ face foi eletrofisiologicamente
identificada nesta espécie (SOUZA et al., 1971).

No caso 0705, também foi realizada uma injecao d@®representacdo da pata anterior.
Esta injecdo apresentou um espalhamento paradoredgirepresentacdo da face em S1 que pode
ser observado na Figura 21. Conforme ilustra ar&i@®, notamos células marcadas na regiao
lateral do ndcleo, porém as células retrogradameateadas concentraram-se na regido medial
do nucleo VB dos cortes posteriores (A 4.50 e 4.@¥rcando a existéncia de uma organizagao

topogréfica dentro de VB.

4.2.3 Sumério das aferéncias talamicas para S1:
Verificou-se que 0s seguintes grupos talamicos epma) para 0Ss campos de
representacdo da pata anterior e face de S1: 1yupg anterior, 2) grupo ventral, 3) grupo

laterodorsal e 4) grupo medial.



As projecBes consistentes para S1, que aparecetod®a 0S casos, N0 grupo anterior,
originam-se no nucleo anterior ventral (AV). No goulateral ventral, as projecfes surgem dos
nacleos motores ventral anterior (VA), nicleo vehtnedial (VM) e nucleo ventral lateral (VL).
O componente somestésico do grupo ventral se aridinnicleo somestésico ventral basal (VB)
e do nucleo central (C). Neurdnios do grupo med@h projeces para as representacées de
pata anterior e face foram identificadas nos nusl@arafascicular (PF), nucleo paracentral
(PC), enquanto que as projecdes do grupo lateralossirgem do nudcleo lateral intermédio
ventral (Liv).

Projec6es marginalmente topograficas do talamo pataforam encontradas no nucleo
VB. As células que projetam para a representacddage do coOrtex somestésico primario
tendem a se concentrar na regido medial do pélaeguims do nicleo; mesmo assim foram

encontradas células marcadas em toda a extenséadceo, independente da regido injetada.

4.2.2.4 Projecdes talamo-corticais para SC

Foram realizadas quatro injecbes em SC em quatimaen diferentes (Tabela 4),
tornando possivel caracterizar o padrao de progegdemo-corticais para esta area. Em todos os
casos, a injecdo de FR em SC resultou em numeeéssdas marcadas no talamo, abrangendo,
em um dos casos analisados (0705, ver abaixo)ag@vae nucleos talamicos que ndo haviam
sido marcados pelas inje¢des feitas em S1.

Na Figura 37 observamos o caso 0602, onde temasitiorde injecédo localizado a 5,1
mm fissura orbitaria (Tabela 4). Isto configurarje¢do mais caudal realizada em nossos
experimentos.

A marcacao talamica resultante (Figura 37) foioet@da nos nucleos AV, AM (grupo
anterior), VA, VB, VL, VM, C (grupo lateral ventdalLiv, lateral intermédio dorsal (Lid) (grupo

laterodorsal) PF, PC, MD (grupo medial) e supragdado (SG) (grupo posterior).



Dentre eles, o nacleo com maior concentracao tldasémarcadas foi o nucleo VB
(22,4%) (Figura 40). Uma menor incidéncia de maoaselular foi notada também nos nucleos
motores VL (12,2%) e VA (4,2%).

Em contraste com o caso 0602, a injecdo de FR emoSaso 0629 (Figura 38) revelou
uma marcagdo um pouco mais restrita, encontradanindeos: AV (grupo anterior), VA, VB,
VL, C (grupo lateral ventral) e Po (grupo posteri@onveém ressaltar que, a area ocupada por
este sitio de injecdo (Tabela 4) € maior do queaso 0602, o que ndo explicaria essa marcagao
limitada no talamo.

A quantificacdo das projecdes para SC revelou, menge, predominancia das projecoes
originadas do nucleo VB (39,8%) em relacdo aosewngcimotores VA e VL (16,6 e 16%,
respectivamente) (Figura 40).

No experimento 0705a injecdo em SC, revelou neurdnios em nucle@niabs até

entdo ndo marcados, tais como: AD do grupo anterldrdo grupo laterodorsal (Figura 39). Os
demais nucleos que apresentaram projecoes parané&dix caso, foram: AV, AM (grupo
anterior), VA, VB, VL, VM, C (grupo lateral ventialLid, Liv, Li (grupo laterodorsal), PC, PF,
MD (grupo medial) e Po (grupo posterior).

4.2.4Sumario das aferéncias talamicas para SB8s projecfes para a area SC se originam dos
seguintes gruposs talamicos: 1) o grupo anterioy,g2upo lateral ventral e laterodorsal,
3)grupo medial e 4) grupo posterior. Os nulcleos gtapo anterior que enviam projecdes
consistentes para SC incluem o nucleo anterior ai¢diM) e o anterior ventral (AV). No grupo
lateral ventral os nucleos motores que se projetmra SC correspondem ao ndcleo ventral
anterior (VA), nucleo ventral medial (VM) e nucleentral lateral (VL). De sobremaneira, o
ndcleo somestésico ventral basal (VB) também @mgata SC. O nucleo central (C), também
projeta para SC. No grupo laterodorsal, os nuclemge projetam para SC sédo: lateral
intermédio ventral (Liv) e intralaminar ventral dgal (Lid). Neurdnios do grupo medial com
projecdes para SC foram identificados nos nucleasafpscicular (PF), paracentral (PC) e

médio dorsal (MD). Por fim, destacam 0s nucleosgdapo posterior por ndo terem sido



identificados com frequiéncia nas injecdes em Sa&.e&& o nucleo posterior (Po) e o nucleo

suprageniculado (SG).

Caso 0602

Rostral ————————— Caudal | Grupo anterior

Lateral Grupo ventral

Grupo laterodorsal
Ventral

Grupo medial

\ Grupo posterior
@ Injecéo em SC (celulas marcadas por FR)

Figura 37. Projecdes talamo-corticais para a area(S (caso 0602)Reconstrucdo de cortes

coronais do talamo. A injecdo de FR foi posicionandaSC. A maioria das células marcadas foi



observada nos nucleos VB, VA e AV. As demais célulsarcadas foram visualizadas nos
nucleos AV, AM, VA, VB, VL, Liv, Lid, C, PF, PC, S® MD.
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Figura 38. Projecdes talamo-corticais para a area (caso 0629).Reconstrucdo de cortes
coronais do talamo. Neste caso, a injecdo de Fpolitionada em SC. As células marcadas foram

visualizadas nos nucleos AV, VA, VB, VL, C e Po.
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Figura 39. Projecdes talamo-corticais para a area (caso 0705).Reconstrucdo de cortes
coronais do talamo. A injecdo de FR foi posicionadaSC. A maioria das células marcadas foi
observada nos nucleos VB, VL e AM. As demais célatarcadas foram visualizadas nos nucleos
AV, AM, VA, VB, VL, VM, Lid, Liv, AD e Li.
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Figura 40. Andlise quantitativa das projecdes talaimas para a representacdo S(Nota-se
gue o nucleo somestésico VB obteve maior densidadelulas marcadas em ambos os casos. O

ndcleo VM mostrou-se pouco marcado nestes castisadas para injecdes em SC.



5. DISCUSSAO
5.1 O neocdrtex e o comportamento do gamba

Atualmente na neurobiologia comparada existe uena@éncia em se caracterizar nos
primatas as areas somatosensoriais caudais ackindo aquelas que perfazem o cortex parietal
posterior (PADBERG et al., 2005; PADBERG e KRUBITZE2006, STEPNIEWSKA et al.,
2005). Este esforco se deve, em parte, a inte&elpgoposta entre a evolugdo das habilidades
manuais e a organizagao das areas somatossemsoraisras no neocortex.

De uma forma geral, movimentos poucos complexosig caracteristica comum entre
os didelfideos (KIMBLE, 1997). Embora os gambasrsejapidos e eficientes no momento da
captura, estes animais realizam movimentos muitereatipados na manipulacdo da presa.
Outros mamiferos ndo-primatas, como os ratos, sfazes de desempenhar movimentos mais
complexos durante o comportamento predatorio,zatiilo os membros para manipular os
alimentos, através da pronagdo, supinacdo e ajestantdos dedos no alcance do alimento
(IVANCO et. al., 1996).

Embora estudos comparativos indiqguem que os mamsifeompartilhem algumas
caracteristicas comuns na organizacdo do sistemmatsssensorial e motor, as habilidades
motoras das maos e outros membros parecem esteionegldas as diferencas anatdémicas, como
por exemplo, as das terminacdes das vias do tpaeimidal na medula espinhal destes animais.

As diferencas anatdbmicas nas terminagfes do t@&mtiico-espinhal permitem classificar os



mamiferos em quatro grupos distintos (IVANCO et &B96). No primeiro grupo, onde se
encontra o gamba, as fibras corticais terminam eduta cervical e toracica, principalmente na
parte dorsal da substancia cinzenta contralatedlal zona intermediaria (IVANCO et al., 1996).
No segundo grupo, onde observamos os ratos, as Slerdistribuem por toda a medula espinhal
e terminam contralateralmente tanto no corno daygahto na zona intermediaria da medula
espinhal. Algumas poucas fibras corticais do grilige distribuem também para a lamina IX,
gue contém motoneurdnios do corno ventral da meskganhal ¢f. MARTIN e FISHER, 1968).
Nos outros dois grupos, que incluem alguns primataso os humanos, as fibras cortico-
espinhais terminam densamente na lamina I1X do ceentral ¢f. MARTIN e FISHER, 1968).
Assim, no grupo dos gambas e outros marsupiaigerasnacdes do tracto cortico-espinhal na
parte medial do corno dorsal da medula espinhassemelham mais a proje¢cdes sensoriais do
gue motoras (IVANCO et. al., 1996, BECK et al., 8p9

Atualmente sabe-se que o tracto cértico-espinhssyianais de um sitio de origem em
pelo menos 22 espécies de mamiferos. Estes sfimsmaioria das espécies, surgem
predominantemente do lado contralateral ao tra@@86j. Nos marsupiais, a principal fonte
destas projecbes corresponde ao cortex parietabmélgama sensorio-motor (NUDO e
MASTERTON, 1990). Nos primatas, a principal zonapdgjecéo inclui as areas 6, 4, 1, 2,5 e
parte das areas 23 e 24 de Brodman. Desta maneia@se que as areas somatossensoriais
também compartilham projecBes consistentes paractotpiramidal, de forma que estimulagéo
elétrica de sitios nestas areas sdo capazes dezpratbvimentos do corpo mesmo apos leséo
completa de M1 (NUDO e MASTERTON, 1990). Se levasmeon conta a distribuicdo destas
projecdes, observou-se que nos marsupiais, abdigtfio destas projecbes no cortex parietal

tende a ser homogénea, enquanto que nos primatagaa rostral ao cortex somatossensorial,



correspondente ao cortex motor, apresenta projepaesdensas. Esta regido de projecao mais
densa localiza-se paralela ao sulco central, defdrérea 4, incluindo também a borda com a
area 3a (NUDO e MASTERTON, 1990). A existéncia dgggdes corticoespinhais a partir do
cortex somestésico, ndo é, portanto, um paramatico para caracterizar esta area como tendo
funcBes motoras no gamba.

Acredita-se que outras caracteristicas podem estanlvidas nos comportamentos e
movimentos de diferentes espécies, como a mor@lpegriférica dos membros. A organizacao
do cortex motor também esta diretamente relaciorzadebilidade motora de uma espécie.
Seccdes do tracto piramidal dos ratos ou lesfesodex motor, resultam em prejuizos dos
movimentos de alcance com 0 membro contralatdesid. Os animais lesionados utilizam uma
série de movimentos rotatérios do corpo para almsrda sem o movimentos das maos, porém
nao realizam abducéo do cotovelo ou fazem aducdmatdapara levar a comida a boca. Estes
movimentos lembram a estratégia de alcance dosammbe nédo realizam abduc¢éo do cotovelo,
pronacao ou supinacao da pata.

A presenca ou ndo de um cOrtex motor primario queande as fungbes motoras no
gambaDidelphis aurita sera discutida adiante. Este trabalho teve poo faincipal tentar
compreender como as areas somatossensoriais s@mala com a execucdo do movimento
nesta espécie através de suas conexdes talamigastoeas. Inicialmente iremos discutir a
segregacao das informagdes motoras e somestésiaaivas subcorticais, como o talamo, para

depois analisar as conexdes corticais propriantitas.

5.2 Delimitagcdo dos nucleos talamicos



Os nucleos talamicos somestésicos e motores dodfaitelphis auritaforam descritos
previamente através das reacdes classicas deeNiglina por Bodian (1939), Oswaldo-Cruz e
Rocha-Miranda (1979) e Donoghue e Ebner (1981)ssh@valiacdo arquitetdnica de alguns
ndcleos talamicos teve como objetivo reanalisarogfitnar os limites entre os nucleos
somestésicos e motores propostos anteriormenteofaigelphis aurita As técnicas escolhidas
de NADPH-diaforase, calbindina e parvalbumina foragentemente utilizadas com sucesso no
gamba Didelphis aurita para a reandalise das bordas nucleares do comgmigdaloide

(ROCHA-REGO et al., 2008

5.2.1 Marcadores Histoquimicos

Tanto a reacdo de NADPH-diaforase quanto a deroito@-oxidase se revelaram bons
marcadores dos nucleos talamicos do gaBib@lphis auritg e as bordas entre os nucleos VB
(somestésico), VL, VA e VM (motor) do grupo ventfaram identificadas com ambos os
métodos. Além disso, foi observada uma correspanaéro padrdo de marcacdo da neurodpila
entre a NADPH-diaforase e a citocromo-oxidase. Estacalizacdo da marcacdo de NADPH-
diaforase com a citocromo-oxidase reforca a ligagdtre a atividade destas duas enzimas (ver
também FRANCA, 1999). A técnica de citocromo-oxelasvela a atividade de uma enzima
mitocondrial, a citocromo aa3. Regides intensamemecadas por este método histoquimico
correspondem, portanto, a por¢cdes do tecido nermostabolicamente mais ativas (WONG-
RILEY, 1979), onde se registra uma maior atividadearonal ¢f. LIVINGSTONE e HUBEL,

1984, ALLMAN e ZUCKER, 1990).

5.2.2 Marcadores imunohistoquimicos



No gambaDidelphia auritg a distribuicdo das células calbindina e parvalbham
positivas no talamo diferem entre si. Notavelmentemerosas células marcadas para calbindina
encontram-se espalhadas por todo o talamo domsgiaato que as parvalbumina-positivas
parecem ser inexistentes. Em ambos os casos 0683leobservamos uma neurdpila reativa
para a calbindina e parvalbumina. No entanto, estgsadores ndo se destacaram na delimitacédo
dos nucleos talamicos somestésicos e motores.

Historicamente, foram propostos dois tipos de coasxtalamo-corticais com papéis
diferentes nas atividades corticais dos primat@NES, 1998). O primeiro grupo de conexdes
surgiria dos principais nucleos de transmissaartaka (incluindo os sensoriais), com projecao
topograficamente organizada para as camadas médiasrtex cerebral. O outro grupo tem
origem nos nucleos intralaminares, e possivelmant associativos. Sua projecdo é difusa e
direcionada para as camadas superficiais do caeegbral, indicando o envolvimento em
aspectos generalizados da funcéo encefalica. Aarsdique estes neurdnios que projetam para
as camadas superficiais do cortex estejam distidsupelo talamo dorsal sem respeitar bordas
nucleares. Organizados de maneira mais restritajfias 0s neurdnios de projecdo para as
camadas meédias do cortex, evidentes principalmeosentcleos de transmissdo sensoriais e
motores.

As evidéncias para esses dois sistemas séo bassadmstudos da distribuicdo e conexao
das células do talamo de macacos pela imunohisticpipara proteinas ligadoras de calbindina
e parvalbumina (JONES, 1998). Nestes estudos, \ahisse que as células calbindina positivas
estendem-se por todos 0s nucleos, enquanto queudascparvalbumina-positivas encontram-se

restritas em alguns nucleos especificos.



E possivel que o padrdo de marcacdo celular evatinmo presente estudo indique a
existéncia de projecdes talamicas difusas pararexc@o gambéDidelphis aurita (JONES,
1998). No entanto, relacionar a marcagao paraipesdigadoras de calcio isoladamente com a
existéncia dos sistemas de projecdes talamicasetannuinadas espécies pode gerar erros, uma
vez que a expressao especifica destas proteinesre®édo de suas células com o coértex nao foi

sistematicamente estudada em mamiferos ndo-princaia® o gamba (JONES, 1998).

5.3 Mapeamento eletrofisiologico do cortex parietanterior do gambaDidelphis aurita

Assumindo que o0s sistemas somatossensorial e ndatddidelphis aurita estejam
segregados no talamo em nulcleos somestésicos eesjotoimpre-nos analisar a organizacao
destes dois sistemas no neocértex. Partindo deogtmue o cortex motor primario esteja
sobreposto com o cértex somestésico primario resgiacie (LENDE 1963), comegcaremos por
analisar as caracterisitcas eletrofisiologicas déadas de S1, para entdo discutir as projecoes
corticais e talamicas para as areas S1 e SC.

A superficie cortical somatossensorial no cortexepal anterior doDidelphis aurita
assim como proposto por Beck et. al (1996), possbidivisbes que apresentam diferentes
padrées de conexdes. Os nossos resultados indicarasgareas somatossensoriais S1, e SC no
gambabDidelphis auritadiferem-se pelas proje¢des cortico-corticais entalgorticais, embora
nas primeiras estas diferencas sejam mais nithlgwesenca destas areas foi observada em
outros mamiferos, como os gambB&delphis virginiana e Monodelphis domestioa, rato
(Euarchontoglires rat)no tupaiaTupaiinae(REMPLE et al., 2006) e o porco espinho (KAAS,

2004).



De uma maneira geral, a representacdo somatotdpicdl estudada reflete o padréo
descrito para outros mamiferos, com a represent@@&gmata anterior medialmente, seguida da
representacao da face lateralmente (BECK et &86,1IAGALHAES-CASTRO e SARAIVA,
1971, HUFFMAN e KRUBITZER, 2001). O nosso estudo o primeiro a mostrar uma
representacdo detalhada dos dedos em S1 do daisklphis aurita Em outros marsupiais, a
analise detalhada da organizacdo interna de Slranosta representacdo grosseira da pata
anterior em S1. N®idelphis azarae azaradpram encontradas regides corticais represengativa
do membro anterior e da mao, mas ndo dos dedogdndimente (MAGALHAES-CASTRO e
SARAIVA, 1971). NoDidelphis virginianafocalizou-se a representacdo somatotdpica de S1 no
eixo médio-lateral e a reversdo de campos receptnee S1 e S2 (BECK et al., 1996). Pouco
detalhe a respeito da representacéo individuatiddss foi revelado. Nossos resultados sugerem
ainda que as vibrissas faciais estdo individualenegfiresentadas dentro de S1 (Figura 15).

Por outro lado, no gamHaidelphis auritando foi possivel mapear adequadamente as
areas SR e SC. Nos dois protocolos anestésic@sldssto longo deste estudo, ambas as areas

foram predominantemente nao-responsivas a estilmlapmatossensorial, embora sitios

SC. Sitios responsivos a estimulacdo somatossehtornbém foram observados nas areas SR e
SC doDidelphis virginiana(BECK et al., 1996), provendo indicios eletrofidicos de que
estas areas processam informacdes somatossens&stusios eletrofisiologicos prévios no
Didelphis azarae azaraefio consideraram a existéncia destas areas (MAGHESACASTRO e
SARAIVA, 1971) e, portanto, ndo podemos confirmaa sxisténcia em outros didelfideos além

destes citados.



As diferencas na mielinizacao observadas entrareas S1, SR e SC também foram
descritas ndidelphis virginiana(BECK et al., 1996). Em primatas, como o saguyea 3b,
homodloga a S1 de mamiferos n&o-primatas, aparéamailte mielinizada entre a area 3a
rostralmente (levemente marcada) e a éarea 1 caed@m(moderadamente marcada)
(KRUBITZER e KAAS, 1990). Em morcegos, a area 3boéxtensiva com zonas de densa
mielinizacao (KRUBITZER et al, 1993). Novamenteregido das areas 1/2 foi levemente
marcada, assim como a area 3a (KRUBITZER et al3)1990 morcegoflying foX, o cortex
parietal posterior mostrou-se como uma regiao fmacde mielinizada entre V2 (moderadamente

mielinizada) e as areas 1/2.

5.4 Projec¢des cortico-corticais para S1 e SC

Com base em nossos resultados, nota-se que no gBide#phis auritaas areas
somestésicas mantém conexdes entre si. Observamwsaqgarea S1 recebe projecbes
exclusivamente somestésicas, com origem nas amgassgsicas rostral (SR), caudal (SC),
somestésica secundaria/parietal ventral (S2/PVQu(gi 40). As projecOes intrinsecas de
representacdes adjacentes e aquelas advindasedasSk e SC predominam em todos 0s casos
analisados. Em contrapartida, ao contrario do gperdvamos obtivemos projecfes muito
esparsas, ou até mesmo, ausentes, a partir d&S2fe¥, na maioria dos casos analisados. E
possivel que o diametro e volume reduzido de nosgasbes tenha sido insuficiente para
mostrar maior densidade destas projecdes. A prasgagnumerosas ceélulas retrogradamente
marcadas em S2/PV apo0s a insercdo de um crist2lydea representacdo da pata anterior em
S1, no caso 0705, parece comprovar esta possd@lidgigura 23). No gamb®idelphis

virginiana conexdes entre as areas S1, SR e SC foram prenteushemonstradas (BECK et al.,



1996). Injecbes de neurotracadores realizadas emm&lraramm marcacao irrelavante em
S2/PV.

Em primatas, como 0s saguis, estas conexdes inclasas do sistema motor
(KRUBITZER e KAAS, 1990). Nesta espécie, a arez@hecta-se reciprocamente com as areas
3a, 1, S2 e PV. Proje¢cbes menos densas sao tantis@nvadas com as areas 2, M1, area motora
suplementar (SMA) e o cortex limbico medial a SMMRUBITZER e KAAS, 1990). Nos ratos,
as conexdes de S1 incluem areas do cortex pagidtahtal, tais como regides adjacentes de S1,
S2, PV, PM, PR, PL, Agl e Agm — estas duas Ultic@sespodentes ao cortex motor e a area
motora suplementar/pré-motora, respectivamente FHABBURTON, 1991).

Por outro lado, a area SC exibiu um padréo de @ege cortico-corticais que inclui um
maior niumero de areas corticais. Embora esta areggfazer parte do sistema somatossensorial
no gamba, nossos resultados provém fortes indét@oem processamento multimodalnesta
regido, com conexdes originadas no coértex somestdSil, SR, SC, S2/PV), cortex visual,
cortex auditivo e cortex frontal (Figura 40).

Muitas das vezes, as areas imediatamente caudamsaa3b tem sido precipitadamente
descritas como homologas a area somatossensogaildgra esta idéia apoie-se principalmente
na sua posi¢do anatdmica, e ndo em critérios Béditdgicos e nas suas projecdes. No entanto,
caudalmente a S1, ou a area 3b das diferentesiespéode-se encontrar diversas areas que sO
podem ser identificada como sendo uma area soreasassal, cortex parietal posterior ou area
visual pelas suas projecdes e ou caracteristieasfitioldgicas.

Em mamiferos ndo-primatas, tais como os esquilagtivoros e alguns marsupiais, o
cortex caudal a S1 possui neurdnios que responaletm & estimulacéo profunda dos receptores

contralaterais e em alguns casos a estimulacaal ([fuSLUTSKY et al., 2000; KRUBITZER



et al., 1997; HUFFMAN et al., 1999; FROST et a00Q). Esta regido é conhecida como campo
caudal (C), area somatossensorial caudal (SC), paeatal medial (PM) ou éarea Y&f(
PADBERG et al., 2005).

Nos ratos, a area parietal medial (PM) ocupa a mgsosicdo de SC (caudal a S1) e
assim como no gambaidelphis auritg também recebe projecdes do cortex visual, awdéiv
somatossensorial (REMPLE et al., 2006).

O tupaia (Tree shrew) € um mamifero parecido coesquilo e parente proximo dos
primatas. Esta espécie também possui a area SCalgmde a 3b, a qual difere-se
arquitetonicamente de 3b por uma camada granulapsndensa (REMPLE et al., 2006). As
projecbes cortico-corticais desta area incluem MA2, a area motora medial, areas
somatossensoriais (3a, 3b, S2, PV) e subdivisdbesbdex parietal posterior (REMPLE et al.,
2006).

Caudal a area SC, o tupaia possui um cértex pbapesserior. Injecdes no cértex parietal
posterior desta espécie marcaram retrogradament&/1,2S2, PV, SC, subdivisbes do cortex
parietal posterior e areas do cortex temporal (REMRt al., 2006). As areas 3b, 3a e M1
obtiveram pouquissimas marcacdes. (REMPLE et @D6R Estas projecdes cortico-corticais do
cortex parietal posterior do tupaia assemelhamssaogsas injecoes na area SC, por incluir
marcacgfes nas areas visuais, somatossensoriaiperss.

Nos primatas, o cortex parietal posterior exparsgilconsideravelmente. Nos galagos, a
metade rostral do cértex parietal posterior, ca@l8IC recebe projecdes densas de S2 e PV, e
projeta para o cortex pré-motor (KAAS, 2004). Gsvasivel especializacdo da regido rostral do
cortex parietal posterior do galago difere clarameato cortex parietal posterior multimodal dos

tupaia (Tree shrew).



Nos primatas antropdides, em especial os primata¥atho mundo, o cortex parietal
posterior possui varias subdivisdes (KAAS, 2002% campos mais rostrais recebem projecoes

somatossensoriais da area 2 e do cértex parigtghllae projetam para M1 e outras areas
motoras. As areas mais caudais recebem informamfiitvas e visuais e projetam para areas
premotoras (KAAS, 2004).

Quando analisamos as areas somatossensoriais dpeakzam caudalmente a area 3b
dos primatas e rostralmente ao coOrtex parietalepost pouca semelhanca observamos com as
nossas injecdes na area SC do gabibi@lphis aurita No primataCallicebus molocha area 1
conecta-se consistentemente com as areas 3b,RV,&/7b/AIP, e esparsamente com as areas
3a, M1 e cortex frontal. Nenhuma conexdo com cértea sensorial foi observada nesta espécie
(PADBERG et al., 2005).

NoO macaco macaca, outra area somatossensoriall Gaadea 1 tem sido identificada: a
area 2. Neurbnios na area 2 sdo bem responsivagimulacdo cutdnea e aos receptores
profundos, em ambos animais acordados e anestes{fRADBERG et al., 2005). Esta area
possui uma representacdo completa da superfi@ptoga contralateral, assim como a area 3b e
1, porém com campos receptores maiores. Injec@ézaaas na area 2 indicam conexfes com as
areas 3b, 1, 3a, S2, M1 e area 5 (PADBERG et @052 Assim como na area 1, ndo sao
observadas conexdes corticais entre a area 2a&sountdalidades sensoriais.

A comparacdo das conexdes cortico-corticais erstigs eespécies com nossos resultados
apoia a hipotese de que a existéncia do cortegtphposterior, tal como observado em grandes
primatas (KAAS, 2004) pode ter se originado de umg&a area multimodal. As projecdes da
area SC do gamtaidelphis auritaassemelham-se mais ao cortex parietal posteriprig@atas e

outros mamiferos do que outras areas imediatarcantiais a S1, tais como as areas 1 e 2.



5.5 Projec¢Bes talamo-corticais para S1

No gambdaDidelphis auritg a marcacao retrograda no talamo foi similar eagre&asos
analisados, embora algumas variacdes estivessesanpes. Pequenas variagdes nas projecoes
talamicas para o cortex somestésico também foraseraddas nos primatas, como 0 zogue-
zogue Calicebus moloch (PADBERG e KRUBITZER, 2006). Conforme ilustram ssos
resultados, a area sometésica primaria do gabid@phis auritarecebe projecbes talamicas
consistentes do ndcleo VB. Entretanto, nucleosnialds motores também projetam para S1 de
acordo o presente trabalho. S&do estes ndcleosleontaéamico ventral anterior (VA), ventral
lateral (VL) e ventral medial (VM).

As projecdes talamicas para S1 foram extensamshidaglas nos primatas. Sem duvida,
a principal fonte de projecdes para a area 3b éckeo VP, tanto nos primatas de Novo Mundo,
guanto nos primatas do Velho Mundb. JONES et al., 1979). Nos primatas do Novo Mundo, o
ndcleo VP é a principal fonte de projecfes talampara 3b, embora proje¢cdes menos densas
também tenham origem nos nucleos pulvinar anteeicgm alguns casos em VPS, VL e CL

(KRUBITZER e KAAS, 1992).
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Figura 41. Desenho esquematico das aferéncias codis para as areas S1 e S@ éarea S1
recebe projecdes de outras areas corticais, tam B8R, SC, S2 e PV. A area SC recebe
projecdes do cortex somestésico, de outras arsarsn (visual e auditivo) e do cortex frontal.
As setas em vermelho ilustram as conexdes sonmmié¢sEnquanto que as setas amarelas

representam as conexdes de outras modalidadesiaensa do cortex frontal.



Nos galagos, estas projecOes sdo mais espalhaudsesm VP, VIM, VL, CM, CL e PO
(PEARSON e HAINES, 1980). Porém estes resultadseslteen de sitios de injecdes muito
grandes que podem ter incluido também o cértex m&ADBERG e KRUBITZER, 2006).
Projecdes de nucleos homélogos a VP para S1 témasighlamente demonstradas em outros
grupos de mamiferos como roedores, carnivorosresoptimatas (KAAS, 1983). NDidelphis
aurita, nota-se que as ceélulas que projetam para a egpagsio da pata anterior de S1 espalham-
se por todo o ndcleo VB, e ndo exclusivamente da regido lateral. Poucos indicios de
segregacdo topografica foram observados nestascpes talamo-corticais. E possivel que a
marcacdo medial em VB apols injecdo na representdeddace, reflita a representacao
somatotdpica do nacleo descrita previamente pastregeletrofisiolégico (SOUZA et al., 1971).
Nesta representacdo, o eixo rostro-caudal do adwpanimal coincide com o eixo médio-lateral
do ndcleo respectivamente. Em outros mamiferosoroptexo ventro-posterior apresenta um
subdivisdo representando a face medialmente deadayse nlcleo ventroposterior medial
(VPM), enquanto que o restante do corpo € repradenmais lateralmente, no nucleo
ventroposterior lateral (VPL) (KAAS, 1988). Em nosgesultados, somente estas subdivisdes
parecem evidentes somente nas reacoes de Parvatébumi

As projecdes dos nucleos talamicos motores parfoi@in descritas anteriormente por
Donoghue e Ebner (1981) madelphis virginiana embora neste estudo, a area S1 definida pelos
autores incluisse também SR e SC. Segundo Donaglitlener (1981), quando injecBes de
neutracadores eram feitas em S1, os nucleos VBCWiLe CL eram marcados.

No entanto, existem diferencas importantes noérw# arquitetbnicos utilizados para a
delimitacdo do nucleo VL entre o nosso estudo e &lther (DONOGHUE e EBNER, 1981). O

atlas do cérebro do gambéa de Oswaldo-Cruz e Rodremdih (1968), utilizado como referéncia



no nosso trabalho, foi o Gnico a ilustrar os tré&sleps “motores” identificados em outros
mamiferos (VL, VA e VM) (BODIAN, 1939; OSWALDO-CRUZ ROCHA-MIRANDA, 1979).

O ndcleo ao qual este estudo se refere (DONOGHBBNER, 1981) como VL, aparentemente
consiste no nucleo VA de Oswaldo-Cruz e Rocha-Miaa(1968) e na descricdo arquitetbnica
feita anteriormente por Bodian (1939). Segundoseskeis estudos, o nucleo VA coexiste
medialmente com o nucleo reticulado e €& substityidsteriormente pelo nucleo VB. Essa
localizac&o corresponde exatamente ao que Donaghimer (1981) identificam como VL. Em

nosso estudo, adotamos os critérios de Bodian [1®&%swaldo-cruz e Rocha-Miranda (1979)
para a identificagdo do nuacleo VL.

Tais diferencas na delimitagcdo destes nucleos tabt&nparecem explicar as diferencas
existentes entre nossos resultados e os de Donaglttlener (1981). Estes consideram uma
porcdo maior do talamo como correspondendo ao mMie por isso observando uma marcacao
retrograda lateral no nucleo apos injecdo no c@teietal (DONOGHUE e EBNER, 1981). O
ndcleo VB definido no presente trabalho ocupa unemon regido do talamo e corresponde
somente a porcéo lateral de VB citada por Donoghlibner (1981). Por isso, ap0s a injecao de
neurotragcador retrogrado na pata anterior de S§onestudo encontrou marcacao de neurénios
em todo o nucleo VB, enquanto que Donoghue e Ebmimente na porcado lateral do nucleo,
inferindo a esta marcacao uma segregacao topagddipata anterior.

A andlise das projecdes aferentes para tais nuiEd&osicos € uma alternativa elucidativa
gue pode ser utilizada para conhecer suas subésigojecbes somestésicas dos nucleos gracil
e cuneiforme através do lemnisco medial para o@@VALSH e EBNER, 1973) se direcionam
profusamente para a parte lateral de VB citada Pponoghue e Ebner. Ja as projecdes

somestésicas com origem no nucleo trigeminal (spomedente a face) terminam no nucleo VB,



predominantemente no polo posterior do nucleo (WAIESEBNER, 1973). A porcéo lateral de
VB que recebe projecdes somestésicas corresporatanente ao nucleo VB do atlas de
Oswaldo-Cruz e Rocha-Miranda (1968). No nosso estedta regido foi retrogradamente
marcada apos injecdo na representacao corticatdaapterior de S1.

Por outro lado, ax6énios com origem nos nucleosupidds do cerebelo se direcionam
para a regido dorsal de VB (WALSH e EBNER, 1973}aKegido corresponde ao nucleo VL do
atlas de Oswaldo Cruz e Rocha-Miranda (1968). Matsriormente, sdo encontradas projecdes
dos mesmos nucleos cerebelares terminando na mpggdcorresponde ao nucleo VA do atlas de
Oswaldo Cruz e Rocha-Miranda (1968), fortalecendotexrpretacdo das subdivisbes talamicas
propostas por estes autores.

Nos casos 0602 e 0629, as projecdes de VL paeprasentacdo da pata anterior do
cortex somestésico primario tendem a se originangmficamente da regido ventral do nucleo,
préxima a sua borda com VBmbora células marcadas retrogradamente tambérantesialo
encontradas na porcdo dorsal do ndcleo em algutssc&m outros mamiferos, tais como os
gatos e macacos, a regido ventral de VL projeta pazona posterior do cortex. Esta zona de
projecdo esta relacioanda a musculatura distaljaemq que a parte dorsal de VL projeta-se para
zonas anteriores de representacdo da musculatxiangt.

Adicionalmente, nucleos de outros grupos talamprogetam para o cOrtex somestésico
primario no gamb®idelphis aurita No grupo anterior, o principal ndcleo de projepaoa esta
area parece ser o nucleo anterior ventral (AV), @mtienham sido encontradas projecbes a
partir dos nucleos anteriores dorsal (AD) e me@a). Segundo Bodian (1939), no gamba
América do Norte Didelphis virginiang, lesdes no cortex retrosplenial e cingulado foram

capazes de induzir degeneracdo na porcao latesahaideos anterior dorsal (AD) e anterior



ventral (AV). Projecdes individuais a partir de Avdrecem se direcionar para a insula e o cortex
cingulado. O nucleo AD, por outro lado, enviari@jpcdes para a area retroesplenial e pés-
orbital. Por fim, o ndcleo AM seria responsavel ponexdes com uma regido interhemisférica

do polo frontal.

5.6 Projecdes talamo-corticais para SC

Em nosso estudo, tanto o ndcleo somestésico VBtguannucleos motores VA, VL e
VM projetam para a area SC. Além destes nucleogreésos projecdes consistentes dos
ndcleos AV, AM, Liv, PF, PC e MD para SC. Aparenggite, existe uma convergéncia de
projecdes de alguns nudcleos talamicos para as &kas SC no gambRidelphis aurita As
grandes diferencas entre estas projecdes encomant maior espalhamento de células
marcadas ap0s inje¢cdes em SC.

Embora a area SC do gambédelphis auritareceba proje¢cdes dos mesmos nucleos
talamicos somestésicos e motores que S1, nota-salifiénenca na proporcao das projecdes de
VB para ambas as areas. Mais da metade das prejpgiia S1 surge do nucleo VB (com
excecdo dos casos onde foram feitas injecdes de@¥¥nesma forma, na area SC, as projecdes
com origem em VB também predominam, porém séo pcapwlmente menores (Figura 34 e
40). Das trés inje¢cdes em S1 analisadas, em dlas whais de 50% das células marcadas se
encontravam no ndcleo VB, enquanto que nas inje¢géeSC esta observamos apenas 22,4 ou
39,8% das células marcadas em VB.

Outros ndcleos talamicos que se destacam nas @egj@ara SC por ndo projetarem para

S1 é o nucleo do grupo posterior Po e do grupoahedD.



No gambaDidelphis virginiana a regido denominada cOrtex parietal posterior por
Donoghue e Ebner (1981) e que recebe projecoes déM, CIN e CL, localiza-se caudalmente
a zona de projecao de VB. No ganfitidelphis aurita a regido do cortex imediatamente caudal a
S1, recebe aferéncias corticais multimodais, eaptst pode ser homdloga ao cortex parietal
posterior dos primatas. Uma outra possibilidadee exista uma regido localizada entre SC e o
cortex visual no gambBidelphis auritahomologa ao cortex parietal posterior de primatbs.

entanto, tal subdivisdo, se existente, ndo podewsgenciada em nosso estudo.

5.7 Hipotese do améalgama sensorio-motor

O conceito do amélgama sensorio-motor consiste obregosicdo do coértex
somatossensorial primario (S1) com o cortex motongrio (M1) em uma Unica area do cortex
parietal — o cortex somato-motor - e foi proposacapo gambdidelphis virginianapor Lende
(1963). Além disto, a principal caracteristica godggama sensorio-motor consistia no fato de
gue, a mesma regido cortical responsavel pelo psaoeento sensorial de uma determinada
regido do corpo, correspondia topograficamente gédoecortical responsavel pelo comando
motor daquela mesma parte do corpo. De acordo starpeoposta, a presenca de um amalgama
sensorio-motor em um mamifero com caracteristiogcais primitivas sugere que 0s primeiros
mamiferos ancestrais apresentavam um cortex scseatasial e motor igualmente amalgamado
(Figura 42a). Assim, as areas S1 e M1 espacialnsepi@radas que identificamos atualmente nos
mamiferos euterianos poderiam ter surgido a pattr duplicacdo do tecido cortical
correspondente ao amalgama sensorio-motor dos srasifincestrais (LENDE 1963, 1964).
Para discutir esta hipotese é necessario avalés g@uidéncias confirmariam a existéncia da area

M1 neste animal, e caso exista, onde ela estarédizada.



Os resultados encontrados em nosso estelopnsiderados isoladamenteorroboram
com a hipotese do amalgama sensorio-motor no gaAd#ongo desta discussdo iremos nos
referir a regido do amalgama sensério-motor coniorf®tor” por uma questdo metodologica: a
auséncia de indicios suficientes para confirmaxiaténcia de um cértex motor primario. A
utilizacdo deste termo ndo implica conceitualmertenexisténcia de um améalgama sensorial e
motor nesta regido como proposto por Richard Lemld 963. Torna-se somente uma precaucao
em néo afirmar a presenca de uma area motora texgarietal como proposto por Lende, visto
gue nao existem indicios suficientes para estiromgao.

Como vimos, as projecOes consistentes dos nucletwes VA/VL para S1 sustentam a
hipétese de um processamento de informagfes pentesi de centros motores nesta regido
(BECK et al., 1996) (Figura 42 a e b). No entaat@rincipal fonte de projecao talamica para
S1 se origina do ndcleo VB, um nucleo talamico geeebe informacdes tateis da periferia
sensorial através dos nucleos gracil e cuneiforAAS, 1983, 2004). E como vimos
anteriormente, esta regido apresenta caractesisélrofisiologicas e histolégicas de éarea
somestésica primaria, tal como aquelas identifisas mamiferos euterianos (Figura 42b). Nos

primatas, a area 3b possui células densamenteaafisipa camada IV e lll e VI (KAAS, 1983).



Evoluc&o do cortex motor primario nos mamiferos
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Figura 42. Desenhos esquematicos sobre hipétesesal@mlucdo dos cortices S1 e M1 nos
mamiferos. Segundo Richard Lende (1963), os primeiros anésstpresentavam um amalgama
sensorio-motor, o qual teria sido retido pelos gasn®). Ao longo da evolugédo, os mamiferos
euterianos teria surgido as areas S1 e M1 sepamgmstir do amalgama. No entanto, 0s
registros eletrofisiologicos posteriores ao de leendo confiram a hipétese do amalgama. A
organizacao arquitetdnica da regido do amalgamaon&ina uma camada IV identificavel,
sugerindo que o améalgama seja uma area somegpéisicaia (BECK et al., 1996, Gray, (B). E
possivel que a area motora primaria nao tenhaasidta identificada no cértex rostral a S1 (C).

No entanto, esta regido no gamba parece recebjecpes talamicas somestésicas e apresenta a



organizacao arquitetdnica com caracteristicas deanea sensorial (Modificado de BECK et al.,
1996).

No gambd, o cértex parietal possui uma camada Bhuar e ndo lembra de forma
alguma o cortex motor agranular (BECK et al., 198RAY, 1924). Adicionalmente, o
mapeamento eletrofisioloégico da area 3b em prim@gasonstra que os sitios responsivos desta
area respondem ao estimulo cutaneo superficialcdado observado no cortex somestésico
primario do gambdidelphis aurita onde a maioria dos sitios sdo responsivos a @siiio
cutanea superficial. (KAAS, 1983).

Alem disso, os dados eletrofisiologicos que indi@existéncia de M1 no cortex parietal
do gambé& permanecem controversos. Os primeiroslti@bde mapeamento utilizaram técnicas
eletrofisiolégicas menos refinadas para a idegstiffio de M1, através de eletroestimulacdo com
eletrodos  superficiais (LENDE, 1963). Estudos puomtes realizados com
microeletroestimulacdo, onde o eletrodo € mais Bnpenetra no coértex, ndo confirmam a
existéncia de M1 completamente amalgamado com S@antha. Beck et al. (1996) ndo en
contraram uma &rea motora primaria topograficamei@cidente com S1 ndidelphis
virginiana apos microeletroestimulacédo do cortex parietal comentes baixas. Outro estudo
realizado noMonodelphis domesticdemonstrou somente uma sobreposicdo parcial dexcor
motor com o0 somestésico na representacao face (FRCS., 2000).

Considerar outra posi¢ao para M1 no neocortex dtbggparece uma tarefa dificil, pois o
préprio Lende eliminou a possibilidade de uma mgi@otora caracteristica de M1 no lobo
frontal (LENDE, 1963, 1964) (Figura 42c). Em seabtlho, a estimulacdo desta regido sé

resultou em movimentos oculares. Os movimentosotlass, as variagbes no diametro pupilar,

retracdo da membrana nictante e o fechamento dws @ue ele descreve apos estimulacdo



elétrica do cortex frontal sdo caracteristicas kamado campo frontal ocular dos mamiferos
placentarios (LENDE, 1963).

As projecOes cortico-espinhais do ganibdelphis virginianase caracterizam por poucas
projecées que se originam da regido rostral a sed@ amalgama (NUDO e MASTERTON,
1990) (Figura 42c). A maior parte das projecdes cuapdem o tracto cortico-espinhal desta
espécie se origina em S1, e ainda sim, estas pegese direcionam para 0 corno posterior da
medula.

A analise da arquitetura cortical de S1 igualmexeca em duvida a presenca de um
cortex motor no cortex parietal, tal como idenéfio em outros mamiferos. Como vimos, esta
regido apresenta uma camada IV granular caradtaridas areas sensoriais (GRAY, 1924;
BECK et al. 1996). No entanto, SR apresenta a ca\adjranular também bem desenvolvida,
sugerindo uma funcao sensorial (GRAY, 1924; BECHIgt1996).

Martinich (1996) investigou as projecdes tadlamdicais para a regido, localizada em
torno da fissura orbitaria. Como resultado ele nlmaeque os nucleos talamicos MD, VM e VL
projetam para esta regido.Donoghue e Ebner (198thpém realizaram inje¢cbes na regido
imediatamente posterior a fissura orbital do gamlwdbservaram células marcadas nos nucleos
mediais PF e PC; nos nucleos ventrais VB e VL e mageos intralaminares. NDidelphis
aurita, realizamos uma injecdo na area SR e observamosagdas retrogradas nos nucleos
talamicos VB, VA, VL e VM (dados néo publicados)ssfm como em S1 e SC, houve uma
predominancia de células com origem em VB projaigrata SR, enfraquecendo a possibilidade
de que esta regido poderia corresponder a areaaygtmaria no gamba (ANOMAL, 2003).

Se voltarmos nossa atencdo para outros mamiferssafdo procurar organizacdes

corticais que se assememlhem ao améalgama sensdioo;meremos que outros marsupiais



parecem possuir tal organizacdo, comwrush-tailed opossufREES e HORE, 1970), o gamba
do planalto central Oidelphis azarae, MAGALHAES-CASTRO e SARAIVA, 1971) e o
Monodelphis domesticFROST et al., 2000). No caso do cuica, sugereuse spmente as
representacdes da mandibula e das vibrissas famarin amalgama sensorio-motor. De acordo
com essa proposta, as projecdes cortico-espinbasginam na area S1 de todas estas espécies
e ndo no cortex frontal (NUDO E MASTERTON, 1990).

As técnicas de neuroanatomia (analise de projec@es)outros marsupiais também
indicam a existéncia de um amalgama sensorio-matotda que por uma sobreposicao parcial.
Segundo estudos de degeneracdo axonal, o cortexr motquokka wallaby western gray
kangarooe red kangaroose localizaria caudal a area pos-orbital, ondemmamos o amalgama
sensorio-motor no gamba (WATSON, 1971).

No entanto, a area M1 tem sido localizada espaeidle separada de S1 em mamiferos
nao-marsupiais. Nos placentarios menos especiabzaobserva-se ainda uma sobreposicdo
parcial da representacdo somatotopica de S1 e M4 ,n@ maioria dos mamiferos placentarios
estas representacdes estdo completamente separadpslhadas uma na outra (KAAS, 2004,
2008; LARSEN e KRUBITZER, 2008).

Nos monotremos, varias teorias tém sido propostes aparentemente, existe uma
representacdo espacialmente coincidente com Sltra tmcalizada anteriormente em uma
posicao espelhada (LARSEN e KRUBITZER, 2008).

Em aves, o circuito que promove movimentos voliosaparece envolver ndcleos
talamicos comparaveis ao talamo ventral dos maosf¢MEDINA et al.,, 1997), embora a
precisa homologia entre eles ndo esteja ainda ebampénte estabelecida. Indicando

semelhangas com as conexdes talamo-corticais @eS&1lno gambBidelphis auritga no Wulst



rostral do pinglim, nota-se projecdes talamicas arigem no nucleo somestésico dorsal
intermédio ventral anterior - DIVA (MEDINA et all997), o qual € o maior alvo das projecdes
dos nucleos da coluna dorsaf. KORZENIEWSKA e GUNTURKUN, 1990). O Wulst rostral
das aves tem sido comparado as areas S1 e M1 doSems, e estudos eletrofisiolégicos tem
confirmado que esta regido compfe uma regido saeswisorial ¢f FUNKE, 1989).
Fortalecendo a idéia de que o Wulst rostral pode@aparavel a M1, observa-se nos pinglins
projecdes a partir do nucleo talamico dorsointeréred (DIP) e ventrointermediario (VIA). O
ndcleo VIA, por sua vez, recebe aferéncias dosnddbasais, indicando a existéncia de uma via
palido-talamo-cértex mediando fungcées motoras (MEEDEL al., 1997). Ja o ndcleo VIA recebe
projecdes adicionais da substancia nigra e dososidhternos do cerebelo e lembra a parte
motora dos nucleos talamicos, tais como VA, VL e VMEDINA et al., 1997).

Mas sera que os nucleos VIA e DIVA do talamo dodsd aves sdo homologos aos
ndcleos VA, VL e VP dos mamiferos Caso estes nacksam homologos, é de se esperar
regides comparaveis no tdlamo dos ancestrais septei

Nas tartarugas, um campo somatossensorial parasenpe na parte dorsal do cortex. Em
lagartos, o campo somatossensorial encontra-sealtionp rostral, o qual recebe proje¢cbes do
ndcleo talamico dorsal comparavel ao DIVA das &/&® dos mamiferos. Esta regido do tdlamo
dorsal recebe projecdes da medula espinhal e dibsosida coluna dorsal (HOOGLAN, 1982).
Da mesma maneira, sugere-se que 0 nucleo interndhatisal e ventral dos répteis seja
comparavel aos nucleos VIA das aves e VA/VL dos ffeaos (MEDINA et al., 1997).

Os exemplos de conexdes citados acima, em maisupiemiferos euterianos, e
vertebrados externos ao grupo dos mamiferos (avgs@s), indicam que o neocdrtex ancestral

dos mamiferos possuia, ao menos, uma convergémgiefkcdes talamicas somatossensoriais e



motoras para a regido anterior do cortex paridtaloncentracdo de projecdes cortico-espinhais
com origem nesta regido, indicam que a area sosiesigrimaria poderia processar informacoes
motoras originadas no cerebelo e nucleos da besmandar informacgdes para o corno dorsal da
medula espinhal através do tracto cortico-espinkatas Ultimas conexdes ndo atingem
diretamente os motoneurbnios, mas €& possivel cae @orram indiretamente através dos
interneurénios localizados na medula espinhal (LEV@2008). A dificulade em se encontrar
na regido do amalgama um padréo caracteristic@dexcmotor primario de euterianos através
da eletrofisiologia, padréo de conexdes e histalpgide ser explicada pelo fato de que a espécie
estudada pode apresentar caracteristicas primitivaginadas com caracteristicas derivadas.
Devemos lembrar que cada espécie representa uméntornongelado” do processo evolutivo,
com sua prépria historia e adaptacdes ao seu habitaeocortex do gambaidelphis aurita
pode localizar-se em um estagio desde o amalgamsars@ motor completo até a segregacéao de
areas sensorio-motoras (Figura 42). Com base espsossultados, podemos dizer que a regiao
cortical do améalgama sensoério-motor recebe progedéenticleos talamicos que recem projecoes
do cerebelo e nucleos da base, embora ndo segaaclacalizacdo do seu cértex motor primario

até o momento.

5.5 Parcelamento Ebbessoniano e o aparecimento devas areas corticais

O aumento do tamanho do neocodrtex ao longo daighomldos mamiferos desencadeou
uma série de mudancas em sua organizacdo que becemtri para muitas caracteristicas
comportamentais observadas nos mamiferos. Quaméoadrtex aumenta de tamanho em uma
espécie, ndo necessariamente suas areas coricasuimentar de tamanho em escala (LARSEN

e KRUBITZER, 2008). Na verdade, com a encefalizagdoareas corticais parecem sofrer um



parcelamento, e novas areas podem surgir nos mamifdKAAS, 2004; LARSEN e
KRUBITZER, 2008).

Nos encéfalos maiores, o numero de neurbnios eoamexdes entre eles tendem a
aumentar (KAAS, 2004). Como a distancia entre aashaumenta nestes casos, 0s axdnios que
conectam diferentes areas precisariam ser maiso$om®g espessos para manter a mesma
topografia das conexfes, e a mesma velocidade deegwamento da informacdo.Uma
modificacdo desta natureza geraria um custo enesgente alto para o organismo, visto que o
cérebro deveria reservar mais espaco para os ax@dique parece acontecer de fato, € que os
encéfalos maiores se tornam mais modulares (cora araas) reduzindo a distancia entre as
conexdes dos neurdnios (KAAS, 2004, STRIEDTER, 2005

Por outro lado, nos mamiferos com encéfalos menoraiimero total de neurdnios tende
a ser menor e se o cérebro mantivesse 0 mesmo alaBeareas corticais, haveria menos
unidades de processamento (neurdnios) para cadalelasm (KAAS, 2004). Reduzir o numero
de areas ndo-primarias parece ser um mecanisnenééica concentracdo de neurdnios em uma
Unica funcdo (CATANIA et al., 1999; KAAS, 2004).

Quando analisamos o sistema sensorio-motor dosiferas) observamos que oS
mamiferos ancestrais possuiam um sistema sensot@-rsimples e que muitos mamiferos
existentes desenvolveram caracteristicas novaemities ao longo da evolucédo (KAAS, 2004,
2008).

As areas S1 e SC do gambédelphis aurita no presente estudo aparecem como
potenciais regibes precursoras de outras areasrgensotoras por receberem conexdes com
origem no cerebelo e ndcleos da base. Em espacitea SC recebe projecbes também dos

cortices visual, auditivo e somatossensorial. Estagxdes para S1 ou SC podem ter segregado a



medida que novas areas foram surgindo no processotigo, gerando o padrdo de conexdes
encontrado atualmente em alguns mamiferos paraeas 81, S1 e cOrtex parietal posterior
(REMPLE et al., 2007; PADBERG et al., 2005; PADBER®RUBITZER, 2006).

Mas o que nos diz a presenca da area SC multinmedghmbd&Didelphis aurit® Sera
gue as areas corticais teriam surgido de uma @a@gdo cortical multimodal ou a area
multimodal teria surgido a partir de uma area caltmodalidade-especifica?

Inicialmente, acreditava-se que o neocortex ergposio de poucas areas primarias e/ou
secundéarias e que estas areas eram circundadasmpoértex associativo, ndo resposivo em
preparacfes anestesiadas (KAAS, 1999). Como o$atménaiores apresentavam mais cortices
nao responsivos do que 0os menores, supunha-seayadugdo do cérebro era baseada na adicao
de mais campos associativos para permitir funcG@s nomplexas (KAAS, 2004). A partir da
década de 60, novos estudos indicaram que as segi@e-responsivas no neocortex dos
mamiferos, consideradas associativas, na verdagengenhavam funcdes sensoriais unimodais
(HUBEL e WIESEL, 1965). Assim, identificou-se noamiferos com encéfalo pequeno tanto
areas multimodais quanto areas unimodais senserigistoras, sendo que as areas unimodais
ocupam a maioria do neocortex (KAAS, 2004). Desd&@® passou-se a acreditar que a
evolugcdo dos encéfalos complexos teria ocorrida pdicdo de areas sensoriais e motoras de
alta-hierarquia e unimodais (KAAS, 2004).

Os possiveis mecanismos que desencadeiam esta#ficagdeés no neocortex
permanecem em discussdo. Sabe-se que o fendtipoatoesulta da interacdo entre diversos
fatores genéticos e ambientais (KRUBITZER e KAHN02, KAAS e KRUBITZER, 2005;
Krubitzer, 2007; LARSEN e KRUBITZER, 2008; SUR e BENSTEIN, 2005). A existéncia de

um plano de organizagdo cortical comum aos mansiferan geral, reforca a idéia de que a



formacdo das é&reas corticais primarias (e algumeasasecundarias) seriam geneticamente
controladas (Figura 43) e que as modificacbes ypeissiseriam restritas (LARSEN e

KRUBITZER, 2008; KRUBITZER e KAAS, 2005).

Cortex poés-natal

Cortex Cortex
Tilamo & base Tilans G bana
|
N f Psi 3
o9 -~ e FE @ .
o—>-.. Vi~
| &h | Pha1
Trajeto Trajeto
Regionalizagao molecular Pistas sub-corticais Pistas corticais Atividade refina
pelo gradiente de fatores estabelecendo estabelecendo a topografia
de transcrigao topografia topografia dentro das areas
das projec¢oes das projegoes
entre areas dentro das éareas

Figura 43. Desenvolvimento dos mapas corticaiBurante o desenvolvimento, um gradiente de
fatores de transcricdo é criado na zona ventricggaando uma identidade na placa cortical e
formando protétipos de areas corticais. A topogrdfis axdnios que crescem a partir da placa
cortical e do talamo é regulada pelas zonas intdiérias ao alvo (ganglio basal, por exemplo).

Quando estas conexdes chegam a zona alvo no cééiexriadas topografias dentro das areas,



gue sao refinadas por mecanismos dependentes ildadé talamica. Modificada de Sur e

Rubenstein, 2005.

Por exemplo, a localizacdo das areas corticaisixm antero-posterior do neocortex €
controlada durante o desenvolvimento pelos fataestranscricdo Emx2 e Pax6 (SUR e
RUBENSTEIN, 2005). Ambos os fatores de transcriggesuem sua expressao graduadas no
eixo caudorostral (Emx2) e rostrocaudal (Pax6) EXRY e NAKAGAWA, 2002). De alguma
maneira, as conexdes e outras caracteristicasaistambém sao gerenciadas por estes genes. O
Emx2 e Pax6 regulam a expressédo especifica de gaaedificam moléculas de adeséo celular
(Cad 6,8 e 11), outros fatores de transcricao (Térholéculas (epinefrina-5) que guiam axénios
ate o coOrtex. Sabe-se ainda, que durante o des@neoko, estes genes estdo envolvidos no
estabelecimento da identidade histologica, fundjonauroanatdmica e molecular das areas
corticais. Mesmo na auséncia da atividade télamtica a atividade destes genes persiste,
indicando uma regulacgéo intrinseca destas carstited (LARSEN e KRUBITZER, 2008).

Um exemplo classico de regulacdo génica nos médubaticais foi demonstrado pela
transposicdo da proteina sinalizadora FGF-8 no sdongoin utero (FUKUCHI-SHIGOMORI
e GROVE, 2001). Esta proteina esta localizada nho p&tral do neocoértex e foi electroporada

para uma regiao caudal a S1, gerando uma duplickigicampos de barris.



Seguindo no raciocinio evolutivo, a duplicacdddeis mostrada por Fukuchi-Shimogori
e Grove (2001) pode representar um dos mecanisespensaveis pelo parcelamento de areas
corticais (RAKIC, 2001). Como vimos, a hipdtese mhrcelamento de Ebbesson sugere que
novas areas corticais poderiam surgir durante erdedvimento por duplicacdes de uma éarea
precursora. Consequentemente, as conexfes neair@srganizariam gerando novos padrdes de
projecdes caracterizando novas areas (Figura ZRIEDTER, 2005).

Se a localizagdo de um mapa cortical € determingeiaeticamente durante o
desenvolvimento e a trajetoria das projecOes taleoniicais € guiada por pistas moleculares
localizadas ao longo do trajeto do ax6nio paramnegd SUR e RUBENSTEIN, 2005) (Figura
43), a duplicacédo de areas corticais pode aleedistribuicdo das moléculas sinalizadoras que
atraem as projecdes talamicas, o que geraria umanga das projecbes para o cortex
(STRIEDTER, 2005).

Analisando as caracteristicas de M1 nos mamifanteyianos existentes, sugere-se que
esta area poderia ter surgido a partir da duplcagduma area somatossensorial com conexdes
talamicas com origem também no cerebelo e nlclebsse.

O nosso estudo foi pioneiro em mostrar as coneddeérea SC no gamiadidelphis
aurita. A semelhanca nas conexdes talamo-corticais edlree SC e o fato de ambas
apresentarem respostas a estimulacdo somestasijgae-se que estas areas possam ter uma
origem cortical comum. Estudos neuroanatdmicos empnates das conexdes de SC em outras
espécies de mamiferos irdo prover indicios parmafise 1) esta area estava presente ou hdo em
um suposto ancestral comum dos mamiferos, e seoslaria ter dado origem ao sistema

sensorio-motor dos mamiferos; ou se 2) esta smotgla regido do amalgama sensoério-motor.
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Figura 44. O parcelamento de Ebbesson e as projegd@&lamo-corticais do gambaidelphis
aurita. O encéfalo ancestral dos mamiferos poderia repasem condicdo amalgama sensoério-
motor, tal como observado em (A). Com o parcelamelet areas, a espécie descendente, com
uma nova area semelhante a precursora herdarismongadrdo de conexdes (B) e aos poucos
poderia desenvolver um novo padréo de projecdasitétortical ou cortico-cortical. Este seria o
caso do gambRBidelphis aurita cujas proje¢des talamo-corticais dos nucleosraisnpara S1 se
assemelham as projecdes para SC, embora o padrasejsétotalmente idéntico. Da mesma
maneira, a regido do amalgama poderia ter origiaadareas S1 e M1 nos mamiferos euterianos
existentes, as quais teriam desenvolvido suas ipgdppnexdes talamo-corticais ao longo do
processo evolutivo (C).

6. CONCLUSAO

Antes de qualquer conclusdo sobre a existéncigdowda um amalgama sensorio-motor
no gambd&Didelphis auritg é preciso entender o que se discute nesta questdentificacdo de
um coértex motor primario tal como descrito paraiafgmamiferos euterianos e prototerianos, ou
uma regido somestésica primaria que processa iafd®s motoras. Decididamente, a regido
parietal imediatamente caudal a fissura orbitdosspi caracteristicas de uma area somestésica e
podem ser subdividida em S1, SR e SC. Mas deveropsiderar que todas as técnicas
anatomicas e eletrofisiolégicas devem concorretagipara confirmacdo de uma area motora
priméaria sobreposta a S1. Como vimos ao longo desttedo, os dados eletrofisiologicos séo
inconclusivos a este respeito e deixam duvidas laesa presenca de uma representagcdo
somatotdpica exclusivamente motora no gamba.

E possivel que o cortex motor primario com as ¢arsticas definidas nos euterianos
atuais tenha surgido ao longo da evolucéo dos reassifa partir de um cortex somatossensorial,
como o amalgama sensadrio-motor. O cortex somestgsimitivo poderia processar informagdes

gue nos mamiferos euterianos séo realizadas pas doesistema motorsem necessariamente ser



nomeado “cortex motor”. Esta hipétese se baseiabsarvacdo dos nossos dados de projecdes
talamo-corticais, nas projecdes cortico-espinhai® dados histoldgicos de S1 apresentados
anteriormente por outros estudos. A propria orgadi@ cortical sensério-motora de algumas
espécies de animais ndo pertencentes ao grupo dwsferos recebe projecBes de nucleos
talamicos que recebem projeces cerebelares, ddsoslida base e somatossensoriais sem
necessariamente ser segregadas em areas somestésicatora primaria. Mas podemos ir
alem...

Em nosso trabalho encontramos uma regido somasmssdnque recebe projecdes
corticais de trés modalidades sensoriais diferendés entanto, pouco se sabe se estas
caracteristicas estdo presentes em todos os masiber somente naquelas cujo encéfalo é
considerado primitivo. Podemos sugerir que 0 apassto e a especializacdo do cortex motor e
parietal posterior ao longo do processo evolutiedarnente contribuiu para o aperfeicoamento

das habilidades sensoriais e motoras observadesmgortamento dos mamiferos.
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