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RESUMO

O modelo de processamento sensorial mais aceito atualmente afirma que os
sentidos sdo processados em paralelo, e que a atividade de cortices sensoriais
especificos define a modalidade senséria percebida subjetivamente. Neste trabalho
utilizamos registros eletrofisioldgicos cronicos de multiplos neurénios para investigar
se neurdnios nos cortices primarios visual (V1) e tétil (S1) de ratos anestesiados
podem responder a estimulos das modalidades sensoriais ndo associadas
tradicionalmente a estes cortices. Durante a estimulacdo visual, 87% dos neurénios
de V1 foram responsivos, enquanto 82% dos neurbnios de S1 responderam a
estimulacdo tatil. Nos mesmos registros, encontramos 23% dos neurbnios de V1
responsivos a estimulos tateis e 22% dos neur6nios de S1 responsivos a estimulos
visuais. Nossos dados corroboram uma crescente série de evidéncias que indica a
presenca de processamento multimodal nos cortices sensoriais primarios, o que
desafia o paradigma do processamento sensorial unimodal e sugere a necessidade

de uma reinterpretagédo do modelo de hierarquia cortical atualmente aceito.

Palavras-chave

Modalidade cruzada, processamento neural distribuido



ABSTRACT

The currently accepted model of sensory processing states that different senses are
processed in parallel, and that the activity of specific cortical regions define the
sensorial modality perceived by the subject. In this work we used chronic
multielectrode extracellular recordings to investigate to which extent neurons in the
visual and tactile primary cortices (V1 and S1) of anesthetized rats would respond to
sensory modalities not traditionaly associated with these cortices. Visual stimulation
yielded 87% of responsive neurons in V1, while 82% of S1 neurons responded to
tactile stimulation. In the same stimulation sessions, we found 23% of V1 neurons
responding to tactile stimuli and 22% of S1 neurons responding to visual stimuli. Our
data supports an increasing body of evidence that indicates the existence multimodal
processing in primary sensory cortices. Our data challenge the unimodal sensory
processing paradigm, and suggest the need of a reinterpretation of the currently

accepted model of cortical hierarchy.

Key-words

Crossmodal activity, distributed neural processing
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APRESENTACAO

Ao tentar entender fisiologicamente como percebemos a realidade ao nosso
redor, o primeiro fator a levar em conta € que as cores, 0s cheiros e os sons do
mundo estdo dentro da nossa cabeca, e ndo fora dela. Esta pode parecer uma idéia
contra-intuitiva a principio, mas ela tem sido cada vez mais confirmada
experimentalmente.

Segundo Kaas (1989), o sistema nervoso dos mamiferos apresenta uma
divisdo funcional-anatdmica comum em que grande parte do cérebro, especialmente
no tadlamo dorsal e no neocortex, € composta por ndcleos celulares e regides
corticais que integram um complexo sistema de analise de informacdo sensoria.
Esse sistema permite que o comportamento seja guiado a partir de inferéncias
precisas sobre o mundo externo.

Dessa forma, os estimulos fisicos e quimicos com que nos deparamos sao
compreendidos pela mente apds serem captados por sensores espalhados pelo
corpo, codificados em um sinal inteligivel para nossos neurdnios e decodificados, ou
recodificados, em percepcdes subjetivas que servem de substrato para o0s
pensamentos e acgdes. As implicagbes dessa visdo pragméatica e anti-poética sobre
nossa percep¢do da realidade compdem a base da neurociéncia sensorial, e seus

mecanismos ainda nao foram totalmente explicados.

Esta dissertacdo trata de uma pequena fracdo dos processamentos
envolvidos na formacéo da percepcao, e apresenta dados experimentais coletados
nos ultimos dois anos no Instituto Internacional de Neurociéncia de Natal Edmond e
Lily Safra, que podem contribuir um pouco para elucidar os mecanismos que

permitem a “inveng¢ao” da realidade.



INTRODUCAO

As bases teoricas da neurociéncia sensorial desenvolveram-se a partir dos
trabalhos pioneiros realizados por Weber e Fechner (Weber 1846 e Fechner 1860
citados por Kandel 2003). Estes autores propuseram que todas as sensacgles
apresentam quatro tipos béasicos de informacdo: modalidade, localizacéo,
intensidade e duragéo, e que os sistemas sensoriais devem utilizar uma mesma
linguagem fisiologica (hoje sabe-se que esta linguagem baseia-se em potenciais
bioelétricos conduzidos e processados por neurbnios) para representar qualquer
estimulo (luz, som, cheiro, sabor, etc) se valendo apenas dessas quatro unidades de

informacgao.

A modalidade sensorial € definida pelo tipo de estimulo, assim como pelos
receptores especializados em reconhecer esse tipo de estimulo. A localizacdo do
estimulo é representada pela ativacdo de um grupo localizado de receptores, de
forma que a ativacdo de uma determinada populacdo de sensores indica
simultaneamente a modalidade e a localizacdo do estimulo no espaco. A
intensidade é codificada pela frequéncia de disparos e pelo tamanho da populagéo
de receptores ativados. Finalmente, a duracdo do estimulo é codificada através do

inicio e do término da ativacéo dos receptores (Kandel 2003).

Outra idéia que direcionou os estudos da neurociéncia sensorial desde cedo é
0 conceito das “energias nervosas especificas”, proposto por Johannes Miller no
século XIX. Segundo este conceito, a percepcdo subjetiva € determinada pelas

fibras nervosas ativadas, e néo pelo estimulo que originalmente ativou essas fibras



(Casagrande e Royal 2004). Esse conceito é facilmente comprovado, por exemplo,
ao se estimular mecanicamente o olho, o que produz a sensacao de luz, da mesma
forma que a estimulacéo elétrica de um nervo auditivo causa a sensacdo de um som

(Shannon 1983).

A interpretacdo mais aceita das idéias de Miller afirma que a anatomia
funcional dos sistemas sensoriais opera como um conjunto de linhas marcadas (do
inglés labeled lines), em que a atividade de elementos individuais de cada via
(receptores, nervos periféricos e areas cerebrais alvo) define a modalidade sensoéria
percebida (Boring 1942). Observacdes anatdmicas iniciais reunidas por Jones e
Powell (1969 e 1970) indicaram que as regifes cerebrais, incluindo as éareas
corticais, que respondiam a estimulacdo de diferentes modalidades sensoriais nao
apresentam conexdes entre si, 0 que levou esses autores a proporem que cada
modalidade sensorial é processada separadamente, dando apoio a ideia das linhas

marcadas no processamento sensorial.

Esta é a visdo prevalente nos livros-texto de neurociéncia atuais, como pode

ser percebido no trecho abaixo, retirado do livro Principios de Neurociéncias:

“Pelo menos nos estagios iniciais do processamento da informagao
sensoria, cada classe de receptor faz conexdes com estruturas diferentes
no sistema nervoso central. Dessa forma, a visdo ou o tato ocorrem em
razdo da ativagdo de estruturas especificas do sistema nervoso central. Por
isso, a modalidade é representada por um grupo de neurbnios conectados
a classes especificas de receptores. Os sistemas sensoérios sdo formados

por grupos de neurbnios que compreendem o sistema somatossensorio,



sistema visual, sistema auditivo, sistema vestibular, sistema olfatério e

sistema gustatorio.” (Kandel et al. 2003, p.416)

O primeiro estudo que encontrou uma representacdo sensoria precisa no
sistema nervoso humano foi realizado por Penfield e Boldrey em 1937, e envolveu
163 pacientes submetidos a neurocirurgia sob anestesia local. Neste trabalho
constatou-se que a estimulacéo elétrica de regides corticais especificas resulta na
percepcdo de estimulos mecénicos ou em movimentos involuntarios de
determinadas partes do corpo. Os autores concluiram que existiam no cortex
representacdes separadas do corpo, uma envolvida com as sensacdes e outra com
o controle motor. Posteriormente verificou-se que existem ndo uma, mas Varias
representacées sensoérias e motoras no cortex, assim como em outras partes do
sistema nervoso central. Na Figura 1 temos uma das primeiras tentativas de Penfield
e Boldrey para descrever suas descobertas, e uma micrografia do cortex
somestésico de um rato indicando agrupamentos de neurdnios responsivos a

estimulos tateis.
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Figura 1. Mapas corticais somatotopicos do homem, a esquerda, e do rato, a direita. Extraido de

Schott 1993.



As areas corticais referentes as sensacdes sdo denominadas mapas
somatotopicos (do grego soma: corpo e topos: lugar). Mapas somatotopicos
semelhantes aos descritos por Penfield foram encontrados em diversos mamiferos.
Para citar alguns exemplos, ratos (Woolsey 1958, Chapin e Lin 1984), gatos
(Mountcastle 1957), primatas (Kaas et al. 1979), morcegos (Calford et al. 1985) e
humanos (Penfield e Boldrey 1937,Woolsey et al. 1979) possuem somatotopia em
seus cortices, indicando uma organizacdo funcional semelhante envolvida no
processamento sensorial desses animais. Existem variacbes entre as
representacdes topograficas dos mapas sensoriais de animais de diferentes
espécies, até mesmo em animais filogeneticamente proximos, como foi observado
em mapas somatotopicos de primatas (Sur et al. 1982) e de roedores (Santiago et

al. 2007).

Em 1862, no livro “Sobre a sensagédo dos tons como uma base fisioldgica
para a teoria da musica”, Helmholtz propds um outro tipo de mapa topografico para o
sistema auditivo. Helmholtz, que foi aluno de Miller, acreditava que o som seria
percebido através da ativacdo de regibes cerebrais distintas que responderiam a
tons puros, formando uma representacdo espacial do espectro de frequéncias
sonoras audiveis. Apesar de ainda existirem controvérsias sobre o que é
efetivamente representado nesse mapa cortical (Goldstein 1973, Shannon 1983,
Pantev et al. 1989, Oxenham et al. 2004), claramente existe uma topografia

funcional no cortex auditivo dos mamiferos (Oxenham et al. 2004).

Um mapa cortical referente ao campo visual foi relatado pela primeira vez no
cortex de mamiferos em 1940 (Talbot e Marshal 1940, Talbot 1942), e constitui um
tipo de representacédo sensorial aparentemente mais complexa do que a dos outros
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sentidos, conforme sera abordado mais adiante. Uma caracteristica comum as areas
visuais de primatas é a presenca de multiplas representacées do campo visual
(Gattass et al. 2005). No cortex de primatas ja foram catalogadas mais de 32 areas
visuais distintas, ocupando quase dois tercos da area cortical (Royal e Casagrande
2004). A quantidade exata e os limites entre essas areas visuais, assim como a
organizacdo visuotOpica de cada uma delas, entretanto, varia de espécie para
espécie, assim como entre estudos da mesma espécie feitos por diferentes grupos

de pesquisa (Gattass et al. 2005).

A representacdo gustatéria no cortex também foi descrita (Benjamin e Akert
1959), apesar de que durante muito tempo ndo se soubesse exatamente o que era
representado nesse mapa (Braun et al. 1982). Isso parece ter sido resolvido
recentemente por estudos de dinamicas de populacdes neurais (Katz et al. 2001 e
2002, Stapleton et al. 2007) que descobriram que a representacdo dos gostos nao €
feita por neurdnios individuais, mas esta codificada em populacdes de neurdnios.
Dessa forma, apesar de ndo termos neurdnios corticais especificos para amargo ou
para doce, se registrarmos uma populacdo de algumas dezenas de neurdnios
podemos decifrar 0 sabor percebido pelo rato apds apenas uma lambida (Stapleton
2007). No caso da olfacdo, uma representacdo odotdpica grosseira foi encontrada
no bulbo olfatério de ratos por Adrian (1950), mas ainda hoje n&do existe um modelo

satisfatorio de processamento cortical para odores (Gottfried et al. 2006).

Apesar da aparente rigidez organizacional das representacfes corticais, ha
mais de 30 anos sabe-se que 0s mapas corticais remodelam-se de forma dinamica,
adaptando-se para representar melhor estimulos comportamentalmente mais

relevantes (Merzenich et al. 1983, Kaas 1991, Buonomano e Merzenich 1998). Em



humanos, um periodo de trés semanas de treino de uma tarefa manual € suficiente
para alterar a somatotopia do pulso e dos digitos (Hlustik 2004). Em casos drasticos,
como a amputacdo de um membro ou a deaferentacdo deste, ocorre uma
reorganizacdo cortical permanente em animais adultos, e até mesmo uma
remodelacao total da topografia sensorial, quando ocorre em animais jovens (Pons
et al. 1991, Jones 2000). Um fenbmeno semelhante é observado no cortex visual de
gatos com privacdo monocular (Wiesel e Hubel 1963), onde a representacao do olho

funcional “invade” a regiao cortical referente ao olho inativo.

A existéncia de representacdes anatomicamente bem definidas para cada
sensacao favoreceu a consolidacdo do modelo de processamento sensorial
unimodal em vias paralelas, com a integracdo da informacdo multissensorial sé
ocorrendo em algumas areas corticais ap0s um extenso processamento unimodal

em areas separadas (Ghazanfar e Schroeder 2006).

O processamento sensorial, entretanto, ndo se inicia no cértex. Os receptores
sensoriais espalhados pelo corpo enviam nervos especificos para o talamo, de onde
a informacéo sensorial segue para o cortex (Kaas 1989). A primeira regido cortical a
receber as projecdes subcorticais € chamada de cortex sensorial primario (Kaas
1989). A organizagdo das vias de transmissdo dos sistemas sensoriais em geral (&
excecdo do olfato, que ndo serd abordado) € semelhante a do sistema visual,

descrito a seguir.

No sistema visual as células fotorreceptoras da retina recebem
simultaneamente luz de cores e brilhos variados, mas apenas algumas células séo
ativadas a cada momento, orguestrando uma representacdo complexa das imagens

gue atingem a retina (Stryer 1996). Ja existe um processamento inicial da
7



informacé&o visual na retina, o que pode ser inferido a partir da constatacdo de que
existem aproximadamente 100 milhdes de fotorreceptores na retina, e apenas um
milhdo de axdnios formando o nervo Optico que transporta essa informacédo até o

cérebro (Stryer 1996).

Em primatas, a informag&o visual sai da retina e se dirige para diferentes
estruturas cerebrais: o nucleo supraquiasmatico, onde participa no ajuste do
fotoperiodo e dos ciclos circadianos (Moore 1983); o coliculo superior, que coordena
o movimento dos olhos, da cabeca e do corpo em relacdo aos estimulos visuais
(Schiller e Malpeli 1977); enquanto a maior parte das fibras oriundas da retina segue
para uma estrutura talamica denominada nucleo geniculado lateral (NGL) (Schiller e

Malpeli 1978).

As células do NGL que recebem projecdes da retina apresentam uma notavel
organizagdo em camadas que recebem alternadamente aferéncias de ambos os
olhos. Essas camadas recebem conexdes de tipos especificos de fotorreceptores, e
projetam-se, principalmente, para regifes especificas no cortex visual primario
(Schiller e Malpeli 1978). Apesar da aparente funcdo do NGL de simples estacéo de
transferéncia e direcionamento de informacéo visual dos olhos até o cértex, a maior
parte das sinapses que chegam ao NGL sdo provenientes do coértex, indicando um
forte papel modulatério sobre a informacéo visual antes mesmo de sua entrada no

cortex (Hubel e Wiesel 1961, Alitto e Martin 2003).

Hubel e Wiesel estudaram a resposta de neurénios do cortex visual primario
de gatos a estimulos visuais e concluiram que além do processamento em paralelo
para diferentes modalidades sensoriais, deveria existir também algum tipo de

processamento em série dentro de cada modalidade (Hubel e Wiesel 1962 e 1968).
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Estes autores observaram como células corticais de gatos respondiam a estimulos
visuais progressivamente mais complexos e sugeriram que um processamento

hierarquico deveria estar ocorrendo.

Varios estudos anatdmicos e eletrofisiolégicos (Zeki 1991, Felleman e Van
Essen 1991, Kaas e Collins 2004, Gattass et al. 2005) encontraram dados que
suportam o modelo de processamento visual hierarquico sugerido por Hubel e
Wiesel, atualmente tido como o modelo geral para 0 processamento sensorial no
cortex de mamiferos. De forma sucinta, este modelo postula que o processamento
cortical da informacao sensorial inicia-se nos cortices sensoriais primarios, que por
sua vez redistribuem a informagdo para cortices sensoriais secundarios que
decompde e analisam separadamente os atributos basicos de cada sub-modalidade

sensorial (Felleman e Van Essen 1991, Zeki 1991, Lamme et al. 1998).

Esse modelo recebe apoio de estudos realizados em pacientes com lesdes
cerebrais localizadas, que podem perder a visdo de cores, ou de movimento (Zeki et
al. 1991), ou até mesmo a capacidade de reconhecer rostos (Sacks 1985), sem no
entanto perder a visdo como um todo. A representacdo grafica mais conhecida do
modelo de processamento hierarquico foi proposta por Felleman e Van Essen em

1991 e estd indicada na Figura 2.

Um outro conceito introduzido posteriormente no modelo de processamento
hierarquico é a existéncia de varias conexdes cortico-corticais que enviam
informacéo entre areas secundarias e de areas secundarias para areas primarias,
formando uma rede com varias recorréncias (Mignard e Malpeli 1991, Lamme e
Roelfsema 2000, Gattass et al 2005), sempre entre regifes corticais da mesma

modalidade.



—

Figura 2. Hierarquia das &reas visuais do macaco Rhesus, baseado nos padrdes laminares de

conexdes anatbmicas. Extraido de Felleman e Van Essen 1991.

Com a incorporacdo das idéias de Hubel e Wiesel, o modelo de
processamento sensorial passa a ser constituido por dois elementos principais:

enguanto o processamento de uma modalidade sensorial ocorre paralelamente as
10



demais modalidades (Jones e Powell 1970), dentro de cada modalidade existe um
processamento hierarquico e paralelo, sendo os diferentes atributos de cada
modalidade analisados em regides separadas, o que foi constatado nos sistemas
visual (Felleman e Van Essen 1991, Zeki 1991, Lamme et al. 1998),

somatossensorial (Burton e Sinclair 1996) e auditivo (Rauschecker et al. 1997).

Apenas apoés extenso processamento unimodal de cada modalidade sensorial
ocorreria a integracao multimodal das sensa¢des nos cortices associativos, como o
cOrtex parietal posterior (Mountcastle et al. 1975, Andersen 1997), cujas células
respondem a estimulos de diversas modalidades, e o cértex pré-frontal, inicialmente
chamado de “cértex silencioso”, por ndo responder a qualquer tipo de estimulacao

sensorial especifica (Goldman-Rakic 1988).

A guestdo de onde e como essa integracdo sensorial da origem a percepgao
€ normalmente referida como “the binding problem” (do inglés: o problema da
conjuncao). Este problema originou calorosos debates no meio cientifico, e vérias
hipéteses foram formuladas para tentar resolvé-lo (Crick 1994, Friedman-Hill et al.
1995, Treisman 1996 e 1999, Reynolds e Desimone 1999, Shadlen e Movshon
1999, Singer 1999, Hommel 2004, Kérding et al. 2007), sem, no entanto, chegarem

a um consenso.

O modelo de processamento sensorial apresentado até este ponto tem sido
contestado recentemente por um crescente nimero de estudos anatémicos (Falchier
et al. 2002, Rockland e Ojima 2003, Cappe e Barone 2005 e 2009, Allman e
Meredith 2008), de imageamento cerebral por ressonancia magnética funcional e
tomografia de emisséo de positrons (Sadato et al. 1996, Sathian et al. 1997, Calvert

et al. 2000, Laurienti et al. 2002, Sathian 2005, Merabet et al. 2008 ) e
11



eletrofisiologicos (Giard e Peronnet 1999, Foxe et al. 2000, Schroeder & Foxe 2005,
Wallace et al. 2004, Ojima et al. 2010) que sugerem a existéncia de conexdes entre

0s cortices sensoriais tradicionalmente considerados como unimodais.

A laténcia da interacdo multimodal encontrada em alguns desses estudos é
tdo baixa (Giard and Peronnet 1999, Foxe et al. 2000, Molholm et al. 2002, Murray et
al. 2005, Senkowski et al. 2007, Sperdin et al. 2009) que a possibilidade de que essa
interacdo seja causada por recorréncias vindas de areas associativas é descartada.
Alguns desses estudos encontraram inclusive conexfes entre cortices sensoriais
primarios (Falchier et al. 2002, Rockland e Ojima 2003, Martuzzi et al. 2007, Wang et
al. 2008), indicando que o processamento sensorial ocorre em um substrato cortical
multimodal, contrariando frontalmente as observacgdes iniciais reunidas por Jones e

Powell (1970).

Um outro grupo de dados experimentais que desafia o modelo de
processamento em areas compartimentalizadas foi levantado pelo grupo de
pesquisa de Miguel Nicolelis na Universidade de Duke. Resultados deste grupo
indicam que o processamento cortical ocorre simultaneamente em diferentes areas
do cortex somatossensorial (Nicolelis et al. 1998), e que a estimulagédo de vibrissas
em ratos anestesiados desencadeia padrbes de ativagdo que tém origem nas
representacbes corticais das vibrissas e se espalham por todo o cortex
somatossensorial (Ghazanfar et al. 2000). A dindmica de ativacdo cortical
encontrada nesses experimentos nao se enquadra no modelo de distribuicdo

hierarquica prevista pelo modelo tradicional.

Dados recentes do grupo de pesquisa de Sidarta Ribeiro (2007) indicam a

alteracdo da taxa de disparos de neurbnios do cortex visual primario de ratos
12



durante uma tarefa de exploracdo tatil no escuro completo. A interpretacao inicial
para esses dados foi de que tal variacdo era causada por um efeito inespecifico de
aumento do estado de alerta do animal, devido a introducdo de novos objetos.
Andlises posteriores realizadas por Nivaldo Vasconcelos (Ribeiro et al, submetido)
indicaram a presenca de informacéo sobre os objetos explorados pelas vibrissas na

atividade populacional de neurdnios do coértex visual primario (V1).

Em virtude desses resultados e da escassez de dados na literatura indicando
a presenca de neurfnios tateis em V1, um novo experimento foi planejado para
testar se a estimulacdo téatil isoladamente causaria uma alteracdo significativa em
neurbnios de V1. Aproveitando a ocasido, desenhamos 0 experimento para testar
também se a estimulacdo visual causaria um efeito significativo em neurdnios do
cOrtex somestésico primario (S1). Para indicar neurbnios de areas corticais
sensoriais responsivos a estimulos de modalidades diferentes das tradicionalmente
associadas a estes cortices, utilizaremos o termo neurdnio crossmodal (do inglés:

modalidade cruzada).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Identificar a presenca de neurbnios em V1 e em S1 que respondam de
maneira ndo-unimodal (crossmodal) utilizando a técnica de registro eletrofisiolégico
extracelular crénico de multiplos eletrodos em ratos anestesiados submetidos a

estimulacado visual e a estimulacgéo tatil em sessdes alternadas.

Objetivos especificos

1. Verificar a existéncia de neurbnios em V1 e em S1 responsivos a

estimulos visuais e a estimulos tateis;

2. Quantificar a resposta unimodal e a resposta crossmodal nos cortices

investigados; e

3. Comparar os tempos de laténcia da resposta de neurénios unimodais e

crossmodais.
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MATERIAIS E METODOS

Colaboradores

Os experimentos apresentados nesta dissertacdo de mestrado foram
desenvolvidos pelo autor como parte do projeto de pesquisa “Processamento cross-
modal na area cortical visual primaria”, sob a coordenacdo de Sidarta Ribeiro e
Miguel Nicolelis. Este projeto também contou com a participacdo da equipe de
pesquisadores do Instituto Internacional de Neurociéncias de Natal Edmond e Lily
Safra — IINN/ELS. Ao longo dos experimentos o autor recebeu colaboracdo de
outros pesquisadores, além de colaborar com outros experimentos que nao serao
abordados neste texto. Para dar o devido crédito aos colaboradores de cada etapa
do trabalho ora apresentado, serdo indicados ao longo da secdo de Materiais e
Métodos os pesquisadores que auxiliaram nos experimentos, bem como seus papéis

especificos na execucdo dos mesmos.

Animais

Seis ratos machos adultos (285-355g) da linhagem Long-Evans (Figura 3)
foram utilizados. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais sob ciclo claro-
escuro de 12 horas (luz de 6:00-18:00) recebendo racéo e 4gua ad libitum. Todos os
experimentos foram realizados com os animais anestesiados durante a fase clara ou
a fase escura, indistintamente.

Os procedimentos descritos abaixo, bem como o nimero de animais utilizados,
foram previamente autorizados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto
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Internacional de Neurociéncias de Natal, através do parecer favoravel N° 04/2009,

emitido no dia 28 de setembro de 2009.

Figura 3. Rato Long-Evans adulto em uma gaiola padr&o.

Cirurgia paraimplante de microeletrodos corticais
Cada animal foi submetido a cirurgia estereotaxica para o implante
permanente de duas matrizes de microeletrodos (Figura 4). Os implantes foram

realizados utilizando-se o protocolo anexado no final da dissertagao (Anexo A).

Figura 4. Rato Long-Evans com os implantes neurais indicados por setas vermelhas.
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A &rea ocupada pelos microeletrodos de cada matriz é de aproximadamente
2,0mm x 4,0mm. As matrizes foram implantadas segundo as coordenadas
estereotaxicas das regifes corticais primarias tatil e visual de acordo com o Atlas
Neuroanatdmico do Rato Paxinos e Watson 6% ed. (2007). Os centros das matrizes,
a partir de Bregma, sédo: Cortex Somatossensorial Primario (S1): AP: 1,5; ML: 5,0;
DV: 1,5 e Cortex Visual Primario (V1): AP: 7,3; ML: 4,0; DV: 1,4 (Figura 5). Todos
os implantes foram feitos no hemisfério esquerdo. As matrizes foram projetadas para
amostrar a maior area possivel de cortex sensorial primario, 0 que resultou em um
posicionamento indesejado de alguns microeletrodos da matriz V1 na regido V2. Por
este motivo, desconsideramos todos os dados coletados na fileira mais lateral da

matriz de V1.

Matriz de V1

Matriz de S1 ML

/ _7,0mm
_6,0mm

e —5,0mm
L L L L _4'0mm
S1 3,0mm
_2,0mm
_1,0mm
_0,0mm
L N R
AW N = - - -
coo28 559>
3 3 3 3
3 3 3 3 3 3 3 3 0
| |
Lambda Bregma

Figura 5. Coordenadas estereotaxicas indicando o posicionamento esperado dos microeletrodos
corticais. AP — Eixo antero-posterior; ML — Eixo medial-lateral; Pta — Area associativa parietal; S1:
Cértex somatossensorio primario; V1: Cértex visual primario; V2: Coértex visual secundario. llustracéo

do crénio de rato adulto retirada de Paxinos e Watson (2007).
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Os animais receberam pelo menos uma semana de repouso pés-operatorio
antes do inicio dos registros eletrofisiolégicos, sendo observados e pesados para
assegurar a sua recuperacdo. Todas as cirurgias foram realizadas pelo autor,
contando com o auxilio de Diego Laplagne em duas cirurgias e de Hindiael Belchior

em outras trés.

Matrizes de microeletrodos

As matrizes de microeletrodos foram compostas por 32 fios de 50
micrémetros de diametro feitos de tungsténio insulado por Teflon®, acoplados a um
conector Omnetics®. Os microeletrodos foram dispostos em quatro fileiras de oito
eletrodos com espacamento de 500 micrémetros entre si (Figura 6). Apenas a ponta
de cada microeletrodo ndo era coberta por Teflon, de modo a estabelecer contato
elétrico com o tecido implantado, com impedancia >0,5MOhm a 1kHz. Antes do
posicionamento dos microeletrodos corticais, um fio de prata para aterramento da
matriz foi soldado entre o conector e um parafuso cirargico posicionado sobre o
hemisfério direito, de forma a estabelecer contato elétrico com o liquido encéfalo-

raquidiano.

microeletrodos ) l

I

fio-terra

@

Figura 6. Matriz padrao utilizada nos experimentos.
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Todas as matrizes de microeletrodos foram manufaturadas no Laboratério de

Neuroengenharia do IINN/ELS por Gilvan Filho.

Aquisicdo de dados eletrofisiologicos

Para a aquisicdo, a discriminagdo e o armazenamento do sinal neural
utilizamos um sistema de Aquisi¢ao de Sinal Multineuronal (MAP, Plexon Inc.) de 64
canais. Utilizando esta ferramenta podemos registrar até quatro neurdnios
individuais em cada eletrodo (Nicolelis 1997).

Para a obtencao dos potenciais de acdo dos neurdnios individuais, 0s sinais
de cada microeletrodo sdo amplificados e submetidos a um filtro passa-alta (0.15 —
8.8 KHz) e coletados a 40 KHz, permitindo que as formas de onda dos potenciais de
acao sejam reconstituidas.

A classificacdo dos neurdnios foi feita manualmente em tempo real utilizando
o programa SortClient (Plexon, Inc.), um osciloscopio digital TDS 2002B (Tektronix)
e um monitor de audio AM10 (Astro-Med, Inc.) antes do inicio de cada experimento
com o animal acordado. O potencial de acdo de neurbnios individuais produz
variacOes elétricas estereotipadas e razoavelmente estacionarias, o que possibilita a
discriminacdo de células individuais com bastante confiabilidade (Figura 7).

Os parametros utilizados para classificar sinais neurais extracelulares como
potenciais de acdo foram: limiar de voltagem da aquisi¢do, relacdo sinal-ruido >2
aferida por observacdo direta no osciloscopio, distribuicdo de intervalos entre
potenciais de acao, estereotipia das formas de onda, periodo refratario do potencial
de acdo >1ms e analise de componentes principais fornecida pelo programa

SortClient.
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Todas as coletas foram conduzidas pelo autor com a colaboracéo regular de

Regielly Moreno, Diego Laplagne e Hindiael Belchior.

Figura 7. Interface do programa SortClient da Plexon. A direita est&o as formas de onda dos
neurdnios individuais registrados pelos 64 canais, ho meio os trens de disparo de cada neurdnio
classificado, e a esquerda uma ampliagdo de um canal exibindo trés neurénios classificados com

cores distintas.

Anestésicos utilizados

Os animais receberam anestesia gasosa de isoflurano na concentracdo de
5% misturado com oxigénio até que o animal perdesse a consciéncia, e depois de
1,5-2,5% para manter a sedacéo durante a injecéo de profilaticos e dos anestésicos
sistémicos. Foram administrados sulfato de atropina na dose sub-cutanea de 0,04
mg/Kg como medida profilatica contra a diminuicdo do batimento cardiaco e de
salivacdo excessiva, cloridrato de cetamina na dose intra-muscular de 100,0 mg/kg e

cloridrato de xilazina na dose intra-muscular de 8,0 mg/kg.

Estimulacao visual sob anestesia
Os estimulos visuais foram gerados por um LED (do inglés, diodo emissor de
luz) branco de alto brilho (~1500cd) posicionado a trés centimetros do olho direito do
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animal. A utilizacdo de LEDs € ideal para protocolos como este por emitir uma luz de
brilho constante e por dissipar quantias insignificantes de calor. Utilizamos uma alta
intensidade luminosa para obter uma ativacdo homogénea de todos o0s
fotorreceptores da retina. Optamos pela cor branca para evitar a ativacao diferencial
de fotorreceptores que respondam a cromaticidade. O momento exato em que 0O
pulso de luz é emitido foi marcado por um sinal digital enviado ao sistema MAP
simultaneamente com o acendimento do LED. Os pulsos de luz foram controlados
por um circuito integrado e ajustados de maneira analdgica para frequéncias de
0,5Hz, com ciclo de trabalho de 10-45%, conforme sera abordado na secdo de
Resultados.

Os registros eletrofisiolégicos iniciaram-se 20-30 minutos apos a aplicacao da
anestesia e prosseguiram até que o animal acordasse. O periodo total de cada
sessdao variou entre duas e quatro horas, de acordo com a sensibilidade dos animais
a anestesia. Apos cada registro o animal era desconectado do sistema MAP e
devolvido ao biotério.

Em um dnico rato obteve-se registros de boa qualidade com o protocolo de
estimulacao visual alternado com o de estimulacédo tatil (Animal 01). Para todos os
outros animais realizamos apenas estimulacdo visual ou tatil em cada sessao de
registro, com pelo menos um dia de repouso para o animal entre duas sessoées.

Alguns neurbnios apresentaram artefatos de técnica identificados como um
subito aumento na contagem de disparos neurais precisamente no inicio ou no final
da estimulacao visual (Figura 8). Verificou-se que esse artefato era causado por uma
descarga elétrica induzida pelo estimulador visual que ocasionalmente era

identificada pelo software SortClient da Plexon como sendo um disparo neuronal.
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Para evitarmos este artefato submetemos todos os dados de estimulacéo
visual a um filtro gerado no NeuroExplorer® (versdo 4.042) que elimina todos os
disparos registrados entre um milissegundo antes e cinco milissegundos depois do

inicio, e cinco milissegundos antes e depois do término de cada estimulacéo.

2 Filtro *

S 4 iro

(]

@ 1

e D

g2 0.5

c

@©

-

g o 0

=200 0 200 600 1000 200 0 200 600 1000
Tempo(ms) Tempo(ms)

Figura 8. Histograma de atividade neural (HDPE, conforme exposto nha proxima se¢éo) contaminado
com artefato de técnica de estimulacéo visual. A esquerda esta o HDPE antes do filtro, e & direita o

HDPE ap0s o filtro. A linha vermelha indica uma variacéo significativa.

Estimulacgao tatil sob anestesia

Foram utilizados dois equipamentos diferentes para estimular as vibrissas do
lado direito do rato. O primeiro equipamento utilizado (Estimulador Tétil A) consiste
de uma palheta de resina ligada a bandeja de um leitor de DVD, sendo o rato
anestesiado posicionado sobre a parte fixa do leitor.

Enquanto a bandeja encontrava-se aberta a palheta estava afastada das
vibrissas do rato, e com o fechamento da bandeja a palheta se movia na direcdo das
vibrissas. Um sensor Optico se movia juntamente com a palheta, e era acionado no
instante em que a palheta atingia a primeira fileira de vibrissas. Na teoria, este
sensor marcaria com grande precisdo o inicio da estimulacdo tatil. Entretanto, a

vibracdo decorrente do movimento da bandeja ao abrir-se ou fechar-se era suficiente
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para estimular as vibrissas, o que gerou um fator de confusdo para a interpretacao
do momento exato em que o estimulo tatil era aplicado.

O segundo estimulador (Estimulador Tatil B) foi projetado para evitar 0s
problemas de trepidacdo do Estimulador Tatil A, e consistia de um mecanismo mais
simples formado por uma palheta ligada a um galvandmetro de bobina madvel
alimentado por um gerador de ondas. Neste aparato a palheta inicialmente estava
encostada nas vibrissas mais anteriores. Com o movimento da palheta as vibrissas
eram deflexionadas e um pulso digital simultaneamente era enviado ao sistema
MAP, marcando com preciséo o inicio do estimulo.

A forca aplicada por ambos os estimuladores era o bastante para deflexionar
todas as grandes vibrissas do lado direito do rato, e manté-las pressionadas até o
fim do periodo de estimulacdo. Os parametros temporais da estimulacéo tatil foram
ajustados de maneira analdgica para frequéncia de 0,5Hz, com ciclos de trabalho
variados, conforme sera abordado na secao de Resultados.

Os trés estimuladores (o visual e os dois tateis) foram desenvolvidos e

construidos por Regielly Moreno.

Analise de sinal eletrofisioldgico

- Trem de Disparos
A andlise dos registros de sinal eletrofisiologico foi feita utilizando-se o
programa Neuroexplorer 4.0. O programa trata os potenciais de acdo de cada
neurdnio ao longo do tempo como um Trem de Disparos, que € uma matriz de uma
linha e n colunas, formando uma representacdo temporal digitalizada da atividade de

cada neurdnio. Cada coluna indica o numero de disparos registrados para cada
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neurbnio no intervalo t->t+x, com x sendo a duracdo arbitraria de cada intervalo.
Neste experimento foram utilizados intervalos de 5 milissegundos em todas as

analises (Figura 9).

4 1 2 0 6 3

Figura 9. Trem de Disparos de um neur6nio ficticio com intervalos regulares gerando a matriz

a={4,1,2,0,6,3}. O tempo € indicado pela linha verde e cada traco vertical indica um disparo de

potencial de acéo.

- Hiastogramas de Disparo Perievento (HDPES)

A partir do Trem de Disparos de cada neurdnio foram gerados Histogramas
de Disparos Perievento (HDPEs) que utilizam os sinais digitais enviados pelos
estimuladores como marcadores para o inicio da estimulagdo sensorial (sempre
indicados como tempo 0). O HDPE analisa quantitativamente a variagcdo da
atividade de cada neurbnio antes e depois da estimulacdo sensorial, permitindo
inferéncias estatisticas a partir dos resultados. Caso haja diferenca significativa entre
a atividade neuronal antes e depois da estimulacdo, o neurdnio é considerado

responsivo ao estimulo sensorial aplicado.

- Limites de Confianca do HDPE
O método empregado para aferir essa variagcao foi o dos Limites de Confianca

do HDPE, que compara a taxa de disparos por intervalo (total de disparos
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contabilizados a cada 5 milissegundos) com a média de disparos dos intervalos
anteriores ao estimulo da seguinte forma:

Assume-se que a taxa de disparos de cada neurbnio registrado tera uma
distribuicdo Poisson, e calcula-se a média M de disparos antes do inicio da
estimulacdo, o que serve como aferéncia para a taxa de disparos basal de cada
neurdnio. A seguir calcula-se a probabilidade P de um neurénio disparar dentro de
cada intervalo (que dura 5ms) corresponde a P=M*0,005s. Como cada animal &
estimulado n vezes ao longo de cada sessao, a probabilidade de disparo esperada
em qualquer intervalo ao longo de n estimulacfes é computada como C, em funcao
de P*n, assumindo-se que C também tem distribuicdo de Poisson. A partir dai

calcula-se o Limite de Confianca de 99% minimo e maximo aplicandao um teste Z,

que para um o de 0,01 equivale a um paradmetro Z ., de 2,58 da seguinte forma:

N = duracédo da sessdao dividida em intervalos de 5ms;

di[x], x=1, ..., N. = contagem de disparos em cada intervalo de 5ms;
M = Média de todos di[x] antes do inicio da estimulacéo;
P=M*0,005s (probabilidade de disparo em um dado intervalo);
C=P*n (probabilidade P ao longo de n estimulacfes);

Limite de Confianca Minimo = C - 2.58*raiz quadrada(C);

Limite de Confianca Maximo = C + 2.58*raiz quadrada(C).

Graficamente, os Limites de Confianca do HDPE séo representados por duas
linhas vermelhas: uma para o Limite de Confianca Maximo e outra para o Limite de
Confianca Minimo, sendo esta ultima geralmente oculta pela taxa de atividade basal

de cada neurdnio. Neurdnios que apresentem algum di[x] que ultrapasse os Limites
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de Confianca Maximo ou Minimo atendem ao critério dos Limites de Confianca do

HDPE.
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Figura 10. HDPEs de dois heurdnios sob estimulagéo visual, um ndo responsivo (A), e outro responsivo
(B). O periodo de estimulagéo ¢é indicado pelo retangulo amarelo e os Limites de Confianca do HDPE

pela linha vermelha. O Limite de Confianca Minimo néo é visivel em A, mas é visivel em B.

- Definicdo de neurdnios responsivos

Os neurbnios que satisfizeram o critério do Limite de Confianga do HDPE
foram considerados neurdnios responsivos. A presenca de neurdnios responsivos foi
averiguada pela analise individual dos HDPEs de cada neurénio registrado durante
as sessoes de estimulag&o de cada animal (Figura 10).

Antes de iniciarmos as analises, descartamos todos os neurbnios que
apresentaram menos de 1000 disparos ao longo da sesséo. Este valor fixo de 1000
disparos foi escolhido devido as limitacdes estatisticas do teste utilizado, sendo que
esses neurdnios apresentavam quantidade insuficiente de disparos/intervalo para
atingir o critério de responsividade delineados acima. Foram descartados 68
neurdnios, que correspondem a 13% de todos os neurdnios amostrados.

A janela de tempo utilizada para todas as analises extendeu-se 200

milissegundos antes do inicio do estimulo até 200 milissegundos apés o término do
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estimulo. Os estimulos tiveram duracdo variada entre 0,48 e 1,10 segundos. A
janela temporal empregada permite uma ampla amostragem da taxa basal de
disparos de cada neur6nio antes do inicio da estimulacdo, bem como apos o término

dessa.

- Pés-processamento dos HDPEs
Para melhorar a visibilidade dos HDPEs foi utilizado um filtro gaussiano de
suavizacao dos histogramas, aplicado a cada trés intervalos de amostragem. Esse
filtro foi aplicado apos a andlise de responsividade e, portanto, ndo interferiu nos

resultados, alterando apenas suas representacdes graficas.

Eutanasia e craniotomia

Findada a coleta de dados, cada animal foi anestesiado com isofluorano 5% e
rapidamente decapitado. Procedeu-se, entdo, com a craniotomia a fresco para a
remocado dos encéfalos, tomando cuidado para evitar que a matriz implantada
danificasse o tecido durante a sua remocao.

Cada encéfalo foi emblocado e crioprotegido em meio de inclusédo
TissueTek®, congelado imediatamente em uma mistura de gelo seco moido e alcool
absoluto, e conservado em refrigerador -80°C para posterior processamento

histoldgico.

Histologia
Uma vez congelados, os encéfalos dos animais foram cortados em seccdes
coronais de 30 micrbmetros de espessura utilizando-se um criostato. Apoés

montagem a seco sobre laminas previamente gelatinizadas, as seccfes foram
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fixadas por paraformaldeido 4% e coradas por citocromo-oxidase, visualizadas e
fotografadas em um microscoépio Optico para verificar o posicionamento da ponta dos
microeletrodos.

A escolha dessas técnicas e todo o processamento histolégico foi realizado

por Sidarta Ribeiro e por Marco Freire.

Resposta cortical ao longo do eixo antero-posterior

Para fornecer uma dimensdo espacial dos dados registrados sob cada
modalidade de estimulacdo sensorial, construiu-se um grafico da responsividade
neural ao longo do eixo antero-posterior. Neste gréafico, apresentado ao final da
secdo de Resultados (Figura 16), estdo representadas as taxas de neurbnios
responsivos registrados em cada coluna de eletrodos equidistantes de Bregma. O
resultado de cada coluna equidistante de Bregma para cada modalidade de
estimulacao é representada como um ponto. O erro padrdao da média foi calculado

para cada ponto com base na menor amostragem utilizada (12 eletrodos).

Laténcia temporal das respostas corticais a estimulacéo visual e tatil

Para comparar a laténcia da resposta neural entre V1 e S1, tanto sob
estimulacao visual quanto sob estimulacédo tatil, utilizou-se o teste ndo-paramétrico
Mann-Whitney-Wilcoxon (p=0,05). Convencionou-se que o periodo de laténcia da
resposta neural € igual ao intervalo de tempo entre o inicio do estimulo (tempo 0) e 0
momento em que a taxa de disparos de cada neurdnio ultrapassa o Limite de
Confianca Maximo. Os periodos de laténcia de cada neurdnio foram aferidos
individualmente analisando-se os HDPEs, com precisdo de 5ms, e posteriormente

agrupados em quatro conjuntos distintos: laténcia dos neurbnios de V1 sob
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estimulacao visual, laténcia dos neurdnios de S1 sob estimulacdo visual, laténcia
dos neurbnios de V1 sob estimulacdo tatil e laténcia dos neurbnios de S1 sob
estimulacao tatil.

Para a andlise de laténcia neural sob estimulagéo tatil s6 foram utilizados os
periodos de laténcia do animal 18, devido aos problemas com o Estimulador Tatil A

descritos anteriormente.
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RESULTADOS

Estimulagéo visual sob anestesia

Foram utilizados quatro animais nesta etapa do experimento. A duracédo do
registro eletrofisiolégico de cada animal variou em funcdo da estabilidade da
aquisicdo de dados e da resposta individual aos anestésicos. O periodo minimo de
registro foi de ~45 minutos e o maximo foi de ~190 minutos.

O numero e os parametros temporais das estimula¢des visuais as quais cada
animal foi submetido sdo apresentados na Tabela 1. Em um unico animal (Animal
01) a estimulacéo visual foi alternada com a estimulacéo tatil. Neste caso os trechos
de estimulacao visual foram agrupados e tratados como um trecho continuo, assim

como foi feito para os trechos de estimulacéo tatil.

Tabela 1. Quantidade e propriedades dos estimulos visuais aplicados a cada animal.

Animal N° de estimulagdes visuais Frequéncia de estimulagdo Duracgao do estimulo
01 1291 0,5Hz 1,110s
02 5815 0,5Hz 0,750s
03 1666 0,5Hz 0,480s
04 4545 0,5Hz 0,490s

Agrupando os neurdnios registrados nos quatro animais submetidos a este
protocolo de estimulacdo, foram registrados 104 neurdnios em V1 e 143 neurdnios
em S1. A quantidade de neurdnios registrados em cada animal € apresentada na

Tabela 2.
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Tabela 2. Neurénios registrados em cada animal no protocolo de estimulacéo visual.

Animal Neurdnios de V1sob  Neurdnios de S1 sob
estimulagéo visual estimulagé&o visual
01 31 66
02 37 29
03 15 27
04 21 21
Total 104 143

Estimulacao tatil

Foram utilizados trés animais para esta etapa do experimento. A duragao do
registro eletrofisiolégico de cada animal também variou em funcdo da estabilidade
da aquisicdo de dados e da resposta individual aos anestésicos. Um trecho de pelo
menos 25 minutos de registro eletrofisioloégico estavel de cada animal foi
selecionado para analise.

A estimulacao tatil foi alternada com a estimulacdo visual em um Unico animal
(Animal 01). Neste caso os trechos de estimulagéo tatil foram agrupados e tratados
como um trecho continuo. A quantidade de estimulos aplicados em cada animal

encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3. Quantidade e propriedade dos estimulos tateis aplicados a cada animal.

Animal N° de estimulacdes tateis  Frequéncia de estimulacdo Duracdo do estimulo
01 1878 0,5Hz 1,110s
05 753 0,5Hz 0,750s
06 998 0,5Hz 0,940s
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Os dois primeiros animais (Animais 01 e 05) foram estimulados pelo
Estimulador Tatil A. Conforme explicitado em Materiais e Métodos, este aparelho
criou um viés no registro de dados que comprometeu a classificagcdo da
responsividade dos neurdnios. A incerteza sobre 0 momento exato da estimulagéo
tatil aplicada por este aparelho torna a transicdo de intervalos pré-estimulo para
intervalos pos-estimulo imprecisa, interferindo nas analises dos dados destes
animais, pois 0 meétodo estatistico utilizado compara a frequéncia de disparos dos
intervalos pré-estimulo com a frequéncia de disparos dos intervalos pés-estimulo.

Fortuitamente, ao verificar as implicagcbes desse entrave técnico nha
classificacdo de neurdnios responsivos, foi constatado haver somente um aumento
no numero de falsos negativos, mas nao de falsos positivos. Como o foco deste
trabalho é a investigacdo de células responsivas, julgamos o viés de encontrar
menos células responsivas do que se encontraria em um registro ideal como
aceitavel, e que isso nao prejudica a validade de nossos dados. Em outras palavras,
talvez houvesse mais neurbnios responsivos do que os que foram identificados
guando o Estimulador A foi utilizado.

O Estimulador Tatil B forneceu a precisdo necessaria para 0s experimentos, e
o Animal 06 apresentou quantidades de neurdnios responsivos semelhantes as
encontradas nos Animais 01 e 05. Esta convergéncia de resultados reforca a
confiabilidade dos resultados obtidos nos registros realizados com o Estimulador
Tatil A, apesar dos problemas encontrados.

N&o houve variacédo significativa entre os resultados encontrados nos trés
animais, portanto os dados foram agrupados da mesma maneira que os dados de
estimulacao visual. Durante a estimulacao tatil foram registrados 136 neurdnios em

S1 e 61 neurdnios em V1, conforme indica a Tabela 4.
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Tabela 4. Neurbnios registrados em cada animal no protocolo de estimulagéo tatil.

Animal Neurdnios no S1sob  Neurdnios no V1 sob
estimulacéo tatil estimulacéo tatil
01 66 31
05 46 2
06 24 28
Total 136 61

Neurdnios isomodais

Os neurdnios de V1 sob estimulacdo visual, assim como os neurdnios de S1
sob estimulacdo tétil, que foram classificados como responsivos atendem as
caracteristicas tradicionais de um neurdnio sensorio cortical por apresentarem um
perfil eletrofisiolégico modalidade-especifico. Por este motivo, chamaremos estas
células de neurbnios isomodais de V1 de neurbnios isomodais de S1,
respectivamente. Essa classificacdo estd de acordo com as recomendacdes feitas
por Stein et al. (2009) que visam a evitar problemas de definicdes ambiguas ao se

estudar respostas neurais multimodais.

Neurdnios isomodais de V1

Dentre as 104 unidades registradas em V1 durante a estimulacdo visual, 90
foram classificadas como neurénios isomodais, representando 87% dessa amostra.
A Tabela 5 indica a quantidade dessas células encontrada em cada animal, assim

como a porcentagem em relacdo ao total de neurdnios registrados em V1.
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Tabela 5. Quantidade e porcentagem de neurdnios isomodais de V1 em cada animal.

Animal Neurdnios de V1 responsivos a % de neurdnios de V1
estimulacao visual responsivos a estimulacgao visual
01 23 74%
02 31 84%
03 15 100%
04 21 78%
Total 90 87%

A Figura 11 mostra alguns exemplos tipicos de neurbénios isomodais de V1 e

de neurdnios em V1 ndo responsivos a estimulacéo visual.
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Estimulacao visual - cortex visual primario

Animal 01 Animal 02 Animal 03 Animal 04

PE
{

Frequéncia (disparos/s)

Tem po (mS) -] Neurénios isomodais de V1

] Neurénios néo responsivos de V1

Periodo de estimulagdo
e | imites de confianca do HDPE

Figura 11. HDPEs tipicos de neurdnios isomodais de V1 e de neurfnios em V1 nédo

responsivos a estimulacao visual. O animal 3 apresentou 100% de neur6nios responsivos.

Neurdnios isomodais de S1

De forma semelhante aos resultados obtidos com a estimulag&o visual, 82%
das 136 unidades registradas em S1 foram classificadas como neurdnios isomodais,
totalizando 112 células. As quantidades individuais e a propor¢cdo de neurbnios
isomodais em relacéo ao total de neurdénios registrados em S1 estdo na Tabela 6.
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Tabela 6. Quantidade e porcentagem de neurdnios isomodais de S1 em cada animal.

Animal Neurbnios de S1 responsivos a % de neurbnios de S1
estimulacao tatil responsivos a estimulacao tatil
01 48 73%
05 42 90%
06 22 92%
Total 112 82%

A Figura 12 mostra alguns exemplos tipicos de neurbnios corticais tateis

unimodais e de neurénios em S1 ndo responsivos a estimulagao tatil.
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Estimulacao tatil - cortex somatossensorial primario
Animal 01 Animal 05 Animal 06
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5 51 | 5%
0 0 1200 H‘%‘ 4

1200

Frequéncia (disparos/s)

0 1200

Tempo (MS) |3 Neursnios isomodais de S1

] Neurénios nao responsivos de S1

Periodo de estimulagéo
e Limites de confianca do HDPE

Figura 12. HDPEs tipicos de neurdnios isomodais de S1 e de neurbnios em S1 ndo responsivos a

estimulacao tatil. O periodo de estimulacgao tatil s6 foi confirmado para o Animal 06.

Neurdnios crossmodais

Diferente de um neurbnio isomodal que responde a estimulos sensoriais de
acordo com a separacao tradicional dos cortices sensoriais, 0 termo neurbnio
crossmodal indica um neurbnio que apresenta uma mudanca significativa de sua
taxa de disparos em resposta a estimulos de modalidades sensoriais néo

associadas tradicionalmente ao coOrtex investigado.
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Neste trabalho, os neurénios de V1 que responderam a estimulos tateis serao
chamadas de neurdnios crossmodais de V1, e neurdnios de S1 que responderam

a estimulos visuais serdo chamados de neurdnios crossmodais de S1.

Neurdnios crossmodais de S1

Dentre as 143 unidades registradas em S1 durante a estimulacéo visual, 31
foram classificadas como neurdnios corticais tateis crossmodais, representando 22%
dessa amostra. A Tabela 7 indica a quantidade de neurbnios crossmodais de S1
encontrada em cada animal, assim como suas proporcdes relativas ao total de

neurdnios registrados nessa regiao.

Tabela 7. Quantidade e porcentagem de neurbnios crossmodais de S1 em cada animal.

Animal Neuronios de S1 responsivos a % de neurdnios de S1
estimulacao visual responsivos a estimulacgao visual
01 9 14%
02 8 28%
03 5 19%
04 9 43%
Total Eill 22%

A Figura 13 apresenta alguns exemplos tipicos de neurbnios de S1

responsivos e nao responsivos a estimulacéo visual em cada animal.
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Estimulacao visual - cértex somatossensorial primario
Animal 01 Animal 02 Animal 03 Animal 04
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Figura 13. HDPEs tipicos de neurbnios crossmodais de S1 e de neurdnios em S1 nao responsivos a

estimulacéo visual.

Neurdnios crossmodais de V1
Das 61 células registradas em V1 durante a estimulacdo tatil, 14 foram
classificadas como neurbnios crossmodais de V1, representando 23% dessa

amostra. A Tabela 8 indica a quantidade de neurbnios crossmodais de V1
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encontrada em cada animal e a porcentagem destes em relacdo ao total de

neurénios registrados em V1.

Tabela 8. Quantidade e porcentagem de neurénios crossmodais de V1 em cada animal.

Animal Neurdnios de V1 responsivos a % de neurdnios de V1
estimulacdo tatil responsivos a estimulacgao tatil
01 7 26%
05 0 0%
06 7 25%
Total 14 23%

A Figura 14 apresenta alguns exemplos tipicos de neurbnios de V1

responsivos e nao responsivos a estimulacao tatil em cada animal.
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Estimulacao tatil - cortex visual primario

Animal 01 Animal 05 Animal 06

0 1200
18 i
14“(%%"
0 1200
1
NI
6
400 800 1200

[=] f=1]
%)
=]
—y
(= ]
(=2 -

Frequéncia (disparos/s)

Tempo (ms) [ Neurdnios crossmodais de V1

(] Neurénios nao responsivos de V1

Periodo de estimulacéo
=== Limites de confianga do HDPE

Figura 14. HDPEs tipicos de neurdnios corticais visuais crossmodais e de neurdnios em V1 n&do
responsivos a estimulacao visual. O Animal 6 ndo apresentou qualquer neurdnio crossmodal em V1.

O periodo de estimulacéo tatil sé foi confirmado para o Animal 06.

Laténcia da resposta de neurénios unimodais e crossmodais

Os neurdnios responsivos a estimulacao visual apresentam um padrdo de
aumento fasico significativo na taxa de disparo entre 20 e 120 milissegundos ap0s o
estimulo, geralmente seguido de uma diminuicdo tonica significativa na taxa de

disparos, uma flutuacdo durante o estimulo e um segundo aumento fasico
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significativo na taxa de disparos pouco apés o fim da estimulacdo visual. As
diferentes durac6es do estimulo visual ndo parecem ter influenciado as propriedades
de responsividade neural.

As laténcias de resposta dos neurdnios de V1 e de S1 ndo se mostraram

diferentes neste protocolo de estimulacédo, como pode ser observado na Figura 16.

Estimulacao visual

Animal 01 Animal 02 Animal 03 Animal 04

Frequéncia (disparos/s)

Tempo (ms

S

Neurénios isomodais de V1
() Neurénios crossmodais de S1

Periodo de estimulagéo
& | imites de confianca do HDPE

Figura 16. HDPEs de neurdnios de V1 e de S1 responsivos a estimulacao visual.
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Na Figura 17 observa-se que, semelhante ao observado no protocolo de

estimulacao visual, os neurbnios de V1 e de S1 registrados sob estimulacao tatil

apresentaram laténcias de resposta semelhantes entre si. No Animal 06 observa-se

gue a laténcia da resposta ocorre entre 20 e 100 milissegundos, da mesma forma

gue o observado nos animais sob estimulacéo visual.

Estimulacao tatil

Animal 01 Animal 05

° QM
0
0 1200 400
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400 800 1200
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Neurdnios isomodais de S1
() Neurdnios crossmodais de V1

Periodo de estimulagcéo
e | imites de confianca do HDPE

Figura 17. HDPEs de neurdnios de V1 e de S1 responsivos a estimulacao tatil.
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Histologia

O posicionamento de cada matriz foi confirmado comparando-se o local das
lesbes teciduais causadas pelos microeletrodos as estruturas subcorticais
adjacentes, conforme indica a Figura 18. As analises histologicas confirmaram que
as lesbes causadas pelos microeletrodos estavam dentro das areas sensoriais
primarias visual e tatil, conforme o esperado segundo as coordenadas

estereotaxicas de Paxinos e Watson (2007).

V1 (7,30mm AP)

Figura 18. Histologia em secg¢des coronais coradas por citocromo-oxidase identificando o

posicionamento dos eletrodos implantados em V1 e em S1. Aumento de 5X & esquerda e 10X

a direita.
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Resposta cortical ao longo do eixo antero-posterior

Para verificar se regides corticais particulares dentro de cada area primaria
apresentaram resultados destoantes, verificamos a taxa de resposta em cada coluna
de eletrodos equidistantes de Bregma (conforme indicado na Figura 5) para ambos
0s protocolos de estimulacdo, como mostra a Figura 19 abaixo. Os resultados
indicam que a resposta neuronal ao longo do eixo antero-posterior foi relativamente
homogénea dentro de cada area primaria, com duas exce¢des no protocolo de
estimulacao tatil (-7,5mm e -1mm).

A partir dessa analise pudemos concluir que a resposta crossmodal, assim

como a isomodal, ocorre em algum grau através de todo o cortex primario registrado.

—e—Estimulacao visual

—-Estimulacao tatil
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Distancia antero-posterior de Bregma (mm)

Figura 19. Resposta cortical ao longo do eixo antero-posterior registrado pelas matrizes de V1

e S1. Média da taxa de responsividade de cada coluna de eletrodos + erro padrdo da média.
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Laténcia temporal das respostas corticais a estimulacéo visual e tatil

N&o houve diferenca significativa entre a laténcia das respostas corticais de
S1 e V1 a estimulacao visual (Figura 20), nem a estimulacao tatil (Figura 21). Esse
resultado indica que as respostas corticais de cértices primarios de diferentes
modalidades respondem com laténcias estatisticamente semelhantes tanto sob
estimulacdo visual quanto sob estimulacdo tatil. Esse resultado sugere que a
informacédo crossmodal, assim como a informacdo isomodal, percorre vias de
tamanhos semelhantes para chegar a S1 e a V1, reforcando a idéia de que a
informacédo sensorial é distribuida por todo o cortex sensorial antes mesmo de

chegar as areas corticais associativas

Laténcia da resposta neural a estimulos visuais

120 +
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Figura 20. Laténcia da resposta neuronal de S1 e de V1 a estimulos visuais.
p>0,05. As respostas com laténcia >100ms foram consideradas como outliers

e estao indicadas pelo simbolo +.
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Figura 21. Laténcia da resposta neuronal de S1 e de V1 a estimulos tateis.

p>0,05.
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DISCUSSAO

Em nossos registros encontramos 87% e 82% de neurbnios corticais
isomodais em V1 e S1. Nos mesmos registros também observamos 23% e 22% de
neurbnios corticais crossmodais em V1 e S1, respectivamente. A observacao
simultanea de células isomodais e crossmodais € um fator que da grande
credibilidade aos dados coletados, pois se houvesse algum disparate no método de
coleta ou de classificacdo de neurdnios responsivos, este seria prontamente
identificavel por uma taxa de neurbnios isomodais que nao correspondesse as
descritas na literatura. Dessa forma, as altas taxas de neurdnios isomodais
encontradas servem como um controle de qualidade de nossos registros.

A partir dos dados obtidos podemos afirmar que tanto a estimulac&o visual
guanto a estimulacao tatil sdo suficientes para causar um aumento significativo na
taxa de disparo de neurbnios dos cortices sensoriais primarios tatil e visual de ratos
anestesiados. E um tanto surpreendente que ambos os estimulos tenham ativado
populagcdes tdo numerosas de neurdbnios crossmodais, principalmente ao
considerarmos que, historicamente, os cortices sensoriais primarios tém sido
tratados como unimodais, e apenas recentemente esta unimodalidade foi
guestionada.

O unico trabalho encontrado na literatura que efetivamente quantificou uma
resposta crossmodal em cortices sensoriais primarios e secundarios foi realizado por
Wallace, Ramachandran e Stein em 2004, e também utilizou ratos da linhagem
Long-Evans como modelo experimental. Nesse trabalho os autores encontraram
taxas de neurbnios isomodais semelhantes as nossas, totalizando 89,8% de

neurbnios “especificos as suas modalidades”, mas observaram uma taxa
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substancialmente menor de células crossmodais, encontrando apenas 7,2% de
neurdnios crossmodais e 10% de neurdnios multimodais, que respondiam a mais de
uma modalidade de estimulacdo. Nossos dados replicam os obtidos por Wallace e
colaboradores, com o acréscimo de serem baseados em registros de implantes
cronicos, 0 que confere maior robustez aos nossos resultados e permitem uma
analise mais segura sobre o tempo de laténcia das respostas neurais.

As laténcias de resposta de neurbnios unimodais e crossmodais encontradas
em nossos dados sdo semelhantes, indicando que ambas sdo evocadas apos
atravessarem vias neurais de tamanhos semelhantes. Essa observacdo descarta a
possibilidade de que a atividade crossmodal seja causada por sinapses recorrentes
de cortices associativos multimodais, e sugere a existéncia de sinapses talamo-
corticais crossmodais ou de sinapses cortico-corticais diretas entre os cortices
primarios.

As dificuldades técnicas encontradas com o registro da atividade neural sob
estimulacao tatil ndo impedem comparacdes entre a laténcia de resposta isomodal e
crossmoda de S1 e V1. Apesar de termos o valor absoluto da laténcia de resposta
dos neurdnios de cada um desses cortices, a resposta em ambos ocorreu quase
simultaneamente, o que indica o envolvimento de vias neurais com 0 mesmo
namero de sinapses carreando a informacao para ambos os cortices.

A histologia confirmou que os eletrodos estavam posicionados dentro das
areas corticais primarias, e a analise topogréafica da taxa de resposta ao longo do
eixo antero-posterior indicou que a crossmodalidade encontrada, assim como a
isomodalidade, distribuem-se por toda a extensao dos cortices primarios registrados.

A atividade isomodal de V1 em resposta a estimulagéo visual e a atividade de

S1 em resposta aos estimulos tateis foram reportadas pela primeira vez ha mais de
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50 anos (Penfield e Boldrey 1937, Talbot e Marshall 1940), e ndo constituem
qualquer novidade. A resposta neuronal de areas corticais sensoriais primarias a
estimulos de outras modalidades, entretanto, € um dado que merece maior atencao,

apesar de tampouco ser uma novidade (Wallace et al. 2004).

Atividade multimodal e atividade crossmodal em cortices sensoriais

Contrariando o modelo tradicional de processamento unimodal nos cortices
sensoriais, existem cada vez mais trabalhos experimentais demonstrando a
convergéncia de multiplas modalidades em todos os niveis de hierarquia cortical.
Revisdes recentes sobre esse novo panorama de processamento multimodal nos
cortices sensoriais tém questionado se todo o neocoértex seria multimodal
(Ghazanfar e Schroeder 2006), e qual seria o papel funcional da multimodalidade
sobre o processamento sensorial de cada modalidade em particular (Driver e
Noesselt 2008, Stein e Stanford 2008). Para dar as devidas propor¢cdes a essa onda
de estudos de multimodalidade, uma edicado especial da revista Brain Research foi
dedicada ao assunto em 2008. Intitulada “Integracdo Multissensorial’”, a edicao
contém 28 artigos reunindo revisdes e trabalhos experimentais sobre as interacfes
entre neurbnios de diferentes modalidades sensodrias no coértex e em areas
subcorticais.

Interessantemente, parece haver uma dicotomia nesse campo de estudos,
gue iremos chamar de linha de pesquisa multimodal e linha de pesquisa crossmodal.
Posto de forma direta, a primeira linha procura entender os mecanismos de
integracdo sensorial que ocorrem em neurénios individuais, enquanto a segunda
investiga o recrutamento cortical de areas de diversas modalidades durante o

processamento sensorial unimodal. A diferenca é sutil, e provavelmente causada
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pelas limitacbes das técnicas usadas por cada grupo de pesquisa, sendo a primeira
baseada em estudos com animais ndo-humanos (Ghazanfar e Schroeder 2006,
Driver e Noesselt 2008, Stein e Stanford 2008, Stein et al. 2009), enquanto a
literatura crossmodal utiliza técnicas de imagem né&o invasivas, geralmente em

humanos (Sadato et al. 1996, Sathian et al. 2005, Merabet et al. 2008).

A linha de pesquisa que chamamos de multimodal é fortemente influenciada
pelos trabalhos pioneiros de Stein, Meredith e Wallace (Wallace et al. 1998)
realizados no coliculo superior de gatos, em que se observou células que
respondiam a diferentes modalidades sensérias. Segundo Stein e colaboradores
(2009), a nomenclatura de neurbnio multimodal aplica-se somente a neurdnios que
apresentam uma maior mudanca na taxa de disparos em resposta a interacdes entre
duas ou mais modalidades de estimulo do que a estimulagdo unimodal. Esta
definicdo n&o é aplicavel aos neurdnios descritos em nosso trabalho, pois a simples
estimulacdo com uma modalidade “trocada” foi suficiente para desencadear a

variacdo na taxa de disparos de diferentes proporc¢des de células corticais.

Ja os estudos crossmodais iniciaram-se a partir de indicios de atividade em
V1 de pessoas cegas durante a leitura Braille (Sadato et al. 1996), e investigam o
recrutamento de diversas areas corticais sensoriais supostamente ndo associadas
as tarefas investigadas, mas que que se comportam de maneira multimodal, como
no caso da ativacdo de V1 em resposta a exploracdo tatil. A indicacdo de
crossmodalidade em nosso trabalho ndo exclui a possibilidade de que esses
neurénio também atuem de maneira unimodal ou multimodal, pois nossa abordagem

experimental ndo permitiu que testassemos adequadamente se as mesmas células
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responsivas a uma modalidade de estimulo seriam responsivas a outras

modalidades de estimulo.

A peculiar auséncia de dados crossmodais em animais

Os nossos resultados indicam que aproximadamente % dos neurdnios
registrados sao responsivos a estimulos de modalidades cruzadas para os cortices
primarios em que os implantes foram feitos. Considerando a densidade neuronal do
neocortex do rato para as regides de S1 e de V2 (que usaremos como densidade
aproximada para V1) de 69.400 neurdnios/mm?® e 76.900 neurénios/mm? (Skoglund
et al. 1996), podemos supor que existam aproximadamente 17.350 e 19.225
neurdnios crossmodais/mm®em S1 e em V1, respectivamente.

Uma populacdo tdo numerosa de neurdnios deveria chamar mais atencao.
Uma possivel explicacdo para a auséncia de dados eletrofisiologicos sobre a
crossmodalidade em areas corticais sensoriais primarias € a existéncia de um viés
sistematico nas pesquisas desenvolvidas sobre estas estruturas. Analisando a
literatura, encontramos quatro caracteristicas da pesquisa de processamento
sensorial que podem ser responsaveis pela falta de conhecimento sobre a
crossmodalidade:

1. Estimulos inapropriados para encontrar atividade crossmodal

A maioria das pesquisas realizadas nos cortices sensoriais apos os trabalhos
pioneiros de Wiesel e Hubel nos anos 50 e 60 se preocupou majoritariamente com
neurdnios responsivos a estimulos estereotipados da mesma modalidade do cortex

analisado em questdo. A unimodalidade das areas sensoriais primarias se tornou um
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verdadeiro dogma nas neurociéncias. Portanto, parece bastante justificavel que a
maioria das pesquisas sobre o processamento sensorial atual utilize apenas
estimulos que reconhecidamente ativassem células da &rea cortical investigada,
sem testar a responsividade desses cortices a estimulos sensorios a outras
modalidades.

2. Omissdo de dados sobre neurbnios nado responsivos nos cortices

sensoriais

Um outro fator que provavelmente contribui para a falta de dados sobre
respostas crossmodais em cértices sensoriais primarios € a omissao ao se indicar a
qguantidade de células ndo responsivas a estimulos unimodais encontradas nesses
cortices. Estudos que caracterizam a resposta neural a estimulos padronizados
raramente relatam a proporcdo de neurdnios responsivos encontrados, e focalizam
suas analises nas propriedades encontradas nos neurdnios “adequadamente”
responsivos (Olshausen e Field 2004).

Essa omissdo pode mascarar uma riqueza inesperada de neurbnios nao
responsivos com funcbes diversas nos cortices primarios. E impossivel avaliar a
guantidade de neurbnios ndo responsivos a estimulos unimodais encontrados até
hoje, o que tende a desmotivar a procura por células atipicas nos cortices sensoriais
primarios.

3. Sub-amostragem de neurdnios

As técnicas de registro eletrofisiologico, introduzidas por Adrian e Zotterman
em 1926, que utilizaram eletrodos unitarios para registrar a atividade de um neurénio
por vez. Como resultado, as experiéncias conduzidas com eletrodos unitarios
historicamente correlacionam as propriedades de resposta de neurdnios individuais

com a codificacdo de uma sensacdo ou de comportamentos complexos, apesar de
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ser amplamente aceito que qualquer comportamento depende da integracdo de
grandes populacdes neuronais (Nicolelis et al. 1995).

A utilizacdo de mudltiplos eletrodos, empregada neste trabalho, aumenta
consideravelmente a amostragem, indo de um neurbnio para dezenas ou centenas
de células simultaneamente.

Baseando-se nas limitacbes de obtencdo energética as quais neurdnios
corticais estéo sujeitos (Attwell e Laughlin 2001, e Lennie 2003), Olshausen e Field
(2004) argumentam que a média de disparos global do cortex ndo pode ser superior
a 1Hz, enquanto na literatura se encontra, em geral, uma média de ~4Hz para
neurdnios corticais nos animais anestesiados e ~8Hz em animais acordados. Esses
valores, segundo Olshausen e Field, indicam que apenas 40-50% das células de V1
foram amostradas satisfatoriamente até hoje, e que a principal causa encontrada
para este viés de amostragem € o descarte de neurbnios com pequenas taxas de
disparo, um viés que pode ser adequadamente evitado pela utilizacdo de implantes
cronicos de eletrodos com registros de longa duracéo.

Em nosso estudo registramos multiplas unidades simultaneamente por
periodos entre 60 e 180 minutos sob estimulacdo sensorial constante, o que nos
permitiu amostrar a responsividade em células com pequenas taxas de disparo.
Nosso limite de resolucéo foi de ~0,66Hz, pois neurdnios que apresentaram menos
de 1000 disparos no periodo de registro foram descartadas compulsoriamente
devido a limitacbes do método estatistico empregado. A partir de um total de 512
células registradas, utilizamos 444 em nossas analises, descartando, portanto, 13%
de nossa amostra. Para aumentar a amostragem de células com baixa contagem de

disparos sdo necessarios registros ainda mais longos do que os utilizados, o que foi
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limitado no atual trabalho pela duracdo da anestesia e pela estabilidade do registro
eletrofisiologico.

4. Amostragem enviesada de neurdnios responsivos

Finalmente, além do numero limitado de neurdnios registrados, uma outra
possivel caracteristica das investigacdes eletrofisiolégicas sobre o processamento
sensorial que atrasou a caracterizacao de células crossmodais € a metodologia de
classificacdo para células responsivas. Geralmente esta classificacdo é feita antes
de se inicar a coleta, ou mesmo durante a coleta, direcionando a coleta para células
gue respondem da maneira esperada aos estimulos aplicados.

Em nosso estudo a classificacdo de responsividade neural foi realizada
somente apos toda a coleta de dados, e nao influenciou a selecdo dos neurénios
analisados. Essa implementacao técnica aparentemente simples garante uma coleta
de dados consideravelmente mais abrangente e imparcial, impedindo que os
conhecimento prévio dos pesquisadores influencie os resultados, funcionando como

um “controle cego” (do inglés: blind control ou blind experiment).

Funcado dos neurdnios sensoriais multimodais e crossmodais

A presenca de neurbnios crossmodais nos cortices sensoriais primarios
acrescenta um elemento interessante ao estudo do processamento sensorial. E
possivel que a organizacdo cortical das sensacdes e percepcdes seja metamodal,
como foi proposto por Pascual-Leone e Hamilton (2001), com areas corticais
especializadas, mas raramente dedicadas exclusivamente a uma Unica sensacao.
Dessa forma, o processamento de cada modalidade sensorial ocorreria

majoritariamente em seus cortices tradicionais, mas poderia recrutar 0S outros
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cortices sensoriais caso estes ndo tivessem demanda de processamento sensorial

simultaneo.

Dados empiricos que apoiam essa idéia foram obtidos por Merabet et al.
(2008) que estudou o envolvimento do cortex visual no processamento de uma
tarefa ndo-visual complexa (leitura Braille) por pessoas sadias vendadas durante
cinco dias. Antes da privacdo visual, os sujeitos ndo apresentavam qualquer
mudanca na atividade cerebral em V1 enquanto a tarefa era executada. No quinto
dia ap6s serem vendados, entretanto, um nitido aumento da resposta de V1 era
observado durante a tarefa. Os autores também testaram se a atividade de V1
contribuia para o desempenho da tarefa aplicando estimulacdo magnética trans-
craniana (TMS) sobre o polo occipital dos sujeitos, inibindo a atividade neural desta
area. Os resultados indicam que a a aplicacdo do TMS sobre V1 era prejudicial ao
desempenho da tarefa apenas enquanto os sujeitos estavam vendados, mas nao

interferia nos resultados quando aplicada antes ou depois da colocacéo da venda.
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CONCLUSOES

Em nossos registros encontramos 87% e 82% de neurdnios corticais
isomodais em V1 e S1. Nos mesmos registros também observamos 23% e 22% de
neurdnios corticais crossmodais em V1 e S1, respectivamente. A partir dos dados
obtidos podemos afirmar que tanto a estimulacdo visual quanto a estimulacao tatil
sao suficientes para causar um aumento significativo na taxa de disparo de
neurdnios dos cortices sensoriais primarios tatil e visual de ratos Long-Evans
anestesiados. As laténcias de resposta de neurdnios unimodais e crossmodais sao
semelhantes, tornando improvavel a possibilidade de que a atividade crossmodal
seja causada por sinapses recorrentes de cortices associativos multimodais.

A convergéncia multimodal em &reas sensoriais anteriormente tidas como
unimodais levanta um sério questionamento sobre o atual modelo de hierarquia de
processamento cortical. O estudo individualizado de cada modalidade sensoria
certamente contribuiu bastante para a atual compreensdo dos mecanismos basicos
do processamento sensorial. Por outro lado, existe um crescente acumulo de
evidéncias de que os estimulos sensoriais sdo representados de forma sobreposta
em todas as areas corticais. Concluimos que um modelo de processamento cortical
que trate os cortices sensoriais primarios como areas especializadas, mas nao

exclusivas, seja mais coerente com os dados experimentais reunidos até o presente.
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ANEXO A

1. Procedimentos pré-cirdrgicos:

la. Soldar um parafuso cirdrgico a um fio de prata para servir como
aterramento do implante;

1b. Esterelizar os instrumentos cirdrgicos, cotonetes, solucdo salina e
parafusos cirurgicos;

1c. Aquecer as almofadas térmicas;

1d. Medir as dimensdes da matriz de eletrodos;

le. Raspar o fio terra da matriz utilizando uma palha de aco;

1f. Borrifar mesa cirurgica, cadeira, bancada, lupa e aparelho estereotaxico
com alcool 70% e limpar com flanela absorvente;

1g. Pesar o animal e preparar as doses de anestesia injetavel (sistémica).

2. Procedimento de anestesia gasosa:
2a. Induzir a anestesia utilizando uma concentracdo de 5% de Isoflurano até o
animal perder a consciéncia (cerca de um minuto);
2b. Diminuir a concentracdo de Isoflurano para 1,5-2,5%, mantendo a

anestesia gasosa engquanto se aplica a anestesia sistémica.

3. Procedimento de anestesia sistémica:
3a. Injetar Sulfato de Atropina s.c. na dose de 0,04mg/kg;
3b. Injetar Cloridrato de Cetamina i.m. na dose de 100mg/kg;

3c. Injetar Cloridrato de Xilazina i.m. na dose de 8,0mg/kg;
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3d. Doses adicionais de Cloridrato de Cetamina de 50mg/kg serdo
administradas a cada duas horas, ou caso o animal apresente sinais de

superficializacdo da anestesia.

4. Tricotomizar o animal na sala pré-cirargica, removendo os pelos soltos do animal.

5. Posicionar a almofada térmica sob o suporte do animal na mesa cirurgica.

6. Posicionar o animal no aparelho estereotaxico.

7. Realizar assepsia do animal, esfregando um cotonete embebido em Polvidine na

cabeca, pescoco e orelhas do animal.

8. Aplicar gel lubrificante a base de agua nos olhos do animal para protecdo contra

ressecamento.

9. Realizar assepsia pessoal, lavando bem as maos com sabonete liquido anti-

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

séptico.

Paramentar-se para a cirurgia com um jaleco limpo, luvas de procedimento,
mascara e gorro.

Posicionar o material cirdrgico sobre a mesa cirdrgica.

Abrir o pacote da lamina de bisturi e posiciona-la no cabo.

Realizar a incisédo longitudinal na linha sagital da cabeca usando o bisturi.
Rebater a pele utilizando as tesouras hemostaticas (2 pequenas a frente, e 2
grandes atras).

Trocar a lamina do bisturi por outra estéril e raspar todo o material subcutaneo
gue recobre o topo do cranio utilizando o bisturi.

Limpar a regido exposta com cotonetes embebidos de peréxido de hidrogénio

(H202).
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Verificar e porventura corrigir posicionamento horizontal da cabeca através dos
valores da ordenada dorso-ventral entre Bregma e Lambda (diferenca maxima
de 0,2 mm).

Marcar coordenadas estereotaxicas no cranio utilizando uma caneta com ponta
de 1mm, demarcando a “janela” retangular da craniotomia.

Marcar pontos de introducdo dos parafusos de fixacdo e do eletrodo de
referéncia (terra). Este Ultimo deve entrar em contato com o liquor e, portanto,
recomenda-se 0 seu posicionamento através do 0sso frontal.

Obturar locais de insercdo para os parafusos, buscando fazer buracos de
didmetro ligeiramente menor que o diametro dos parafusos para uma melhor
fixacao.

Raspar o fio de prata do parafuso de terra com palha de aco.
Apertar todos os parafusos usando chave de fenda esterilizada.

Perfurar a janela previamente demarcada para o implante dos eletrodos.

Manter a superficie cerebral exposta umida utilizando solucdo salina durante
todo o resto do procedimento até o recobrimento do cranio com acrilico.

Alisar bem as bordas da janela usando o scoop, para resguardar os eletrodos
contra possiveis danos durante a penetracao.

Remover a dura-méater da janela utilizando a ponta de uma seringa encurvada.
Posicionar a matriz de eletrodos sobre a janela de implante, certificando-se que
todos eletrodos possam penetrar o cérebro sem tocar o cranio.

Soldar o fio terra da matriz ao fio do parafuso-terra, evitando que o calor advindo

do processo atinja o cérebro.
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29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Descer lentamente a matriz de eletrodos até a regido-alvo desejada
(aproximadamente 0,1mm por minuto) manualmente utilizando um parafuso
micrométrico com precisao de 0,001mm.

Recobrir todo o cranio exposto, os parafusos, fio terra e matriz utilizando acrilico
auto-polimerizante.

Remover as pincas hemostaticas do animal e limpar toda a area ao redor do
capacete utilizando solucao salina, Polvidine e Sulfato de Neomicina.

Aplicar a injecéo de antibi6tico sistémico Flotril (2,5mg/kg) s.c.

Colocar analgésico (30 gotas de Tylenol em 250ml) na agua do animal, e molhar
a comida para facilitar a alimentac&o do animal debilitado devido a cirurgia.
Esperar o animal despertar e devolvé-lo ao biotério.

Acompanhar a recuperacdo e o ganho de peso do animal ao longo de toda a

semana apos o procedimento cirdrgico.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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