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RESUMO

A circuitaria neural do Sistema Nervoso Central (SNC) € altamente dinamica e pode
ser modificada continuamente pela experiéncia sensorial, num processo que
chamamos de neuroplasticidade, que confere ao SNC a capacidade de adaptacéo as
mudancas na periferia sensorial e/ou em resposta a estimulos ambientais. Essa
capacidade do SNC permanece por toda a vida, embora seja mais intensa durante
etapas precoces do desenvolvimento, principalmente durante o periodo critico de
plasticidade. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da privagao sensorial
bilateral na neuroplasticidade de modalidade cruzada nos cortices sensoriais apos
periodo critico de plasticidade. Animais adultos (Rattus novergicus) foram divididos
em trés grupos experimentais (CEUA/UFPA: 141-13). O grupo controle (CTL), o grupo
privado (DEP) o qual os animais foram submetidos a privagdo visual por enucleagéao
bilateral e o grupo duplo privado (DDEP) o qual os animais foram submetidos a
privacdo visual por enucleacdo bilateral e somestésica por vibrissectomia bilateral.
ApoOs 60 dias de privacdo sensorial, os ratos foram perfundidos e os encéfalos eram
microcortados no plano coronal e posteriormente  processados para
imunohistoquimica para marcacdo de genes imediatos c-Fos. Os resultados
mostraram que a privacdo sensorial visual bilateral reduziu o numero total de
neurénios c-Fos* no coértex visual (**p< 0,0056), aumentou no cortex auditivo (**p<
0,0099) e no cértex somestésico nao apresentou diferencas significativas. A privacao
visual bilateral associada com a vibrissectomia reduziu o nUmero de neurdnios c-Fos*

no cortex visual (*p< 0,0268) e nado apresentou diferencas significativas nos cortices
somestésico e auditivo.

Palavras chaves:

Cortex cerebral, neuroplasticidade neural, privacéo sensorial, cortex sensorial



ABSTRACT

The central nervous system (CNS) neural circuitry is highly dynamic and is
continuously modified by sensory experience, in a process we call neuroplasticity,
which gives the CNS the ability to adapt to changes in the sensory periphery and / or
inresponse to environmental stimuli . This ability of the CNS remains lifelong, although
it is more intense during early stages of development, especially during the critical
plasticity period. The main goal of the present work was to evaluate the effects of
bilateral sensory deprivation on cross modal neuroplasticity in the visual,
somatosensory, and auditory primary cortices od adult rats. Animals (Rattus
novergicus) (authorization CEUA/UFPA: 141-13) were divided into three experimental
groups: a control group (CTL), an unimodal deprivation group (DEP), in which the
animals were subjected to visual deprivation by bilateral enucleation, and a bimodal
deprivation group (DDEP), whose animals were submitted to both visual and whisker
deprivation bilaterallly. After 60 days of sensory deprivation, the rats were perfused
and the brains were sectioned in the coronal plane for immunohistochemistry
procedures aimed at revealing the activation of immediate early genes (c-Fos). The
results showed that after bilateral visual deprivation the number of c-Fos* neurons
decreased in the visual cortex (** p < 0.0056), increased in the auditory cortex (** p
<0.0099), and had no effect in the somatosensory cortex. Bilateral visual and whisker
deprivation decreased the number of c-Fos* neurons in the visual cortex (* p <0.0268)

but did not have any effect in the somatosensory and auditory cortices.

Keywords:

Cerebral cortex, neural neuroplasticity, sensory deprivation, sensory cortex
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1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Os circuitos neurais do Sistema Nervoso Central (SNC) séo altamente dinamicos
e podem ser modificados continuamente pela experiéncia sensorial, num processo
gue chamamos de neuroplasticidade (ou plasticidade neuronal) (Bavelier e Neville
2002). A capacidade plastica do SNC permanece por toda a vida, embora seja mais
intensa durante as etapas precoces do desenvolvimento ontogenético e periodo inicial
do desenvolvimento poés-natal, principalmente durante os chamados periodos
criticos de plasticidade (Pascual-Leone, Amedi et al. 2005; Desgent e Ptito 2012;
Sammons e Keck 2015). No entanto, varias evidéncias experimentais tem
demonstrado a presenca de neuroplasticidade também na fase adulta em decorréncia
de privacdo sensorial (Newton, Sikes et al. 2002; Pascual-Leone, Amedi et al. 2005;
Allman, Keniston et al. 2009; Van Brussel, Gerits et al. 2011; Meredith, Keniston et al.
2012; Maslin, Munro et al. 2013; Nys, Scheyitiens et al. 2015). Em humanos cegos
adultos, por exemplo, os neurbnios do cértex visual passam a ser ativados em
resposta a estimulos sensoriais de outras modalidades (p.ex. auditivos e/ou
somestésico) (Sadato, Pascual-Leone et al. 1996). Provavelmente em decorréncia
disso, algumas pessoas cegas demonstram ter habilidades sensoriais superiores em
outras modalidades, como por exemplo, melhor localizagdo sonora quando
comparadas com pessoas com visdo normal (Voss, Gougoux et al. 2008). Essa
plasticidade pode estar relacionada ao “desmascaramento” de sinapses silenciosas
el/ou reforco de conexdes no coértex visual deaferentado e nos cortices auditivo e/ou
somestésico ndo deaferentados (Lee e Whitt 2015). Portanto, para compreender
como o SNC se adapta ap0s privagdo sensorial € importante entender a natureza
dindmica da arquitetura dos circuitos sensoriais corticais.

Apesar dos esforgos para compreender os mecanismos celulares responséaveis
pelas mudancas plasticas que ocorrem no SNC apOs perdal/privacdo sensorial, a
abordagem experimental da maioria dos estudos tem se restringido a privagdo de
apenas uma modalidade sensorial durante as fases iniciais do desenvolvimento do
SNC (Lund, Cunningham et al. 1973; Toldi, Farkas et al. 1994; Arckens, Eysel et al.
1998; Piche, Chabot et al. 2007; Van Brussel, Gerits et al. 2011; Nys, Aerts etal. 2014).
No presente trabalho, pela primeira vez, avaliaremos como a perda simultanea de
duas modalidades sensoriais pode afetar a organizacdo do SNC na vida adulta, apds

o fechamento do periodo critico de plasticidade.Os desdobramentos futuros deste
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estudo podem contribuir para o desenvolvimento de novas terapias voltadas para a

recuperacdo funcional apds lesbes no SNC adulto.
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2 INTRODUCAO

2.1 NEUROPLASTICIDADE: Uma janela de oportunidade para reorganizacao do
Sistema Nervoso Central - SNC.

O SNC é um 6rgéao caracterizado pela grande capacidade de rearranjo da sua
arquitetura sinaptica sob a influéncia do ambiente (Pascual-Leone, Amedi et al. 2005).
E a partir dessa interacdo com o ambiente que o cérebro se adapta as contingéncias
ambientais especificas de cada individuo, incluindo o ambiente social. A interacéo
entre fatores genéticos, epigenéticos, e ambientais influenciam as etapas de
desenvolvimento do SNC (Bavelier e Neville 2002; Westermann, Mareschal et al.
2007; Merabet e Pascual-Leone 2010).

Durante as etapas de desenvolvimento pés-natal e até a chegada da idade
adulta, o SNC apresenta maior capacidade plastica de reorganizar suas conexdes
neurais e remodelar suas sinapses frente as demandas do ambiente externo (van
Versendaal e Levelt 2016). Essa capacidade é mais evidente durante os chamados
periodos criticos de (neuro)plasticidade e, para cada modalidade sensorial, existe
um periodo critico especifico, com inicio e duracdo diferenciados (Levelt e Hubener
2012) (ver Figura 1). Durante os periodos criticos de plasticidade, o SNC é
particularmente sensivel a estimulacdo ambiental e vulneravel a condi¢cdes adversas,
como estresse cronico (de Araujo Costa Folha, Bahia et al. 2017) e injuria (Merabet e
Pascual-Leone 2010).
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Figura 1: Periodo critico de plasticidade de sistemas sensoriais, linguagem e
cognicao superior

Periodo critico de plasticidade

I %
I 4 :
8-76-5-4-3-2-1 0123 456789 1011
Concepgao
ao nascimento Idade em meses
Vias sensoriais . Funcoes cognitivas
visao e audigao Linguagem superiores

Diagrama representando o desenvolvimento das vias sensoriais (audigdo e visdo) (linha azul),
linguagem (linha laranja), e fungdes cognitivas (linha verde). Observe que as vias sensoriais
apresentam uma “janela” maxima de plasticidade nos meses iniciais da primeira infancia e,
ao longo do desenvolvimento infantil, a plasticidade vai diminuindo. O pico de plasticidade
para linguagem é defasado com relacdo as vias sensoriais, enquanto o pico maximo para
fungdes cognitivas acontece mais tardiamente. Adaptado de Nelson. C.A: in From neurons to
neighborhoods. The Sciense of Early Childhood Development (2000).

No cértex visual de camundongos, por exemplo, o periodo critico de
plasticidade termina por volta da quarta semana pés natal (Levelt e Hubener 2012).
Na primeira semana poés-natal, o desenvolvimento do cértex visual primario (V1) é
influenciado pela atividade elétrica (potenciais de acao) espontanea proveniente dos
aferentes retinianos que, em conjunto com mecanismos de sinalizacdo celular e
molecular, sdo essenciais para a formagdo dos circuitos retino-talamicos, talamo-
corticais e cortico-corticais (Figura 2 A). Apos a abertura dos olhos dos camundongos,
por volta de P15 (15 dias pés-natal), as informacdes sensoriais provenientes de
ambos os olhos passam a refinar os circuitos neurais em V1 (Espinosa e Stryker 2012)
(Figura 2B). A oclusdo de um olho (privacdo monocular) durante o periodo critico de
plasticidade afeta as caracteristicas de resposta dos neurbnios em V1, com uma
diminuicdo da efetividade do olho afetado em modificar a atividade das células nessa
regido (Espinosa e Stryker 2012; Levelt e Hubener 2012) (Figura 2 C). Essa mudanca
ocorre em consequéncia do rearranjo das projecBes talamo-corticais para V1 e
cortico-corticais a partir de V1, com expansdo tanto em area quanto em volume das

projecdes provenientes do olho ndo-afetado e retracdo daquelas que se originam no
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olho afetado (Levelt e Hubener 2012). Esse rearranjo foi denominado de plasticidade

de dominancia ocular (Wiesel e Hubel 1965).

Figura 2: Periodo critico de neuroplasticidade no cértex visual do camundongo
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A, Linha do tempo do desenvolvimento do sistema visual do camundongo apresentando
alguns eventos importantes. Em B, representacdo esquematica do percurso da informagao
visual (Linha azul e vermelha) capturada pelas células ganglionares da retina e enviada até o
cortex visual. Em C, desenho esquematico exemplificando a plasticidade de dominancia
ocular (DO) em V1 de camundongo apds privacdo monocular. Adaptado de Espinosa &
Stryker 2012 e Levelt e & Hubener 2012. Para siglas, ver lista de abreviagdes.

| Cortex visual

Em seres humanos, a importancia do periodo critico de plasticidade para o
desenvolvimento do sistema visual pode ser exemplificada pela condicdo denominada
ambliopia (também chamada de “olho preguigoso”) que atinge cerca de 1-5% da

populacdo mundial e consiste na diminuicdo da acuidade visual de um dos olhos
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provocada por uma experiéncia visual incorreta nos primeiros meses ou anos de vida
(Zhou, Thompson et al. 2013; Sale e Berardi 2015). A ambliopia causa uma
reorganizacdo nos circuitos de V1, especificamente das colunas de dominancia
ocular, e precisa ser corrigida o mais rapido possivel, de preferéncia aproveitando a
janela de oportunidade do periodo critico de plasticidade de V1.

Atualmentem a literatura cientifica descreve inimeros fatores celulares e
moleculares que podem atuar para determinar o inicio e o término do periodo critico
de plasticidade. Entre esses fatores destacam-se o equilibrio entre excitagdo e
inibicAo nos circuitos corticais (Takesian e Hensch 2013) e moléculas da matriz
extracelular, como os proteoglicanos contendo sulfato de condroitina (PGSC) (Kwok,
Warren et al. 2012). Além disso, € durante os periodos criticos que a bainha de mielina
se forma e amadurece nos tratos axonais que compdem a substancia branca cortical
(Lyckman, Horng et al. 2008).

Nos Ultimas décadas, algumas evidéncias experimentais tém sugerido que o
SNC adulto possui capacidade especial de se reorganizar apos privacao/lesdo de vias
sensoriais (Van Brussel, Gerits et al. 2011; Nys, Aerts et al. 2014; Fu, Kaneko et al. 2015;
Sammons e Keck 2015; Schormans, Typlt et al. 2016). Por exemplo, em um estudo
conduzido em camundongos adultos, a enucleacdo monocular provocou
reorganizagdo e expansao na zona binocular em V1 apés sete semanas de privacao,
comecando pelas camadas supragranulares e seguindo mais lentamente nas
camadas infragranulares (Van Brussel, Gerits et al. 2011). Recentemente, outro
estudo com primatas mostrou que a enucleacédo binocular causou reorganiza¢do dos
circuitos nos cértices sensoriais visual e auditivo, caracterizado pelo aumento na
ativacdo do numero de neurbnios c-Fos+ em todas as camadas dessas regides
(Wang, Wu et al. 2017), com diferenca entre os hemisférios direito e esquerdo. Pernia
e colaboradores (2017) demostraram em ratos adultos que a privacdo sensorial
bilateral auditiva (surdez experimental) promoveu aumento significativo no nimero de
neurénios c-Fos+ no cortex visual dos ratos surdos, além de ativar neurénios c-Fos+
do cortex auditivo (Pernia, Estevez et al. 2017). Esses resultados demonstram que o
SNC apresenta capacidade de reorganizar seus circuitos neurais apos privacao
sensorial, mesmo na fase adulta (Van Brussel, Gerits et al. 2011; Pernia, Estevez et
al. 2017).
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2.1.2 Neuroplasticidade de modalidade cruzada

Individuos cegos congénitos desenvolvem habilidades especiais no uso dos
sentidos remanescentes que resultam na compensacdo da modalidade sensorial
perdida e na manutencdo da atividade funcional na area cortical cerebral privada
(Sadato, Pascual-Leone et al. 1996; Bavelier e Neville 2002; Piche, Chabot et al. 2007;
Petrus, Isaiah et al. 2014). A atividade dos cortices sensoriais primarios é influenciada
por inputs neuronais de modalidades distintas (Ghazanfar e Schroeder 2006). Essa
interacdo multimodal cortical é um dos substratos para a reorganizagdo do sistema
nervoso (SN) e compensacéao funcional apés a perda de uma modalidade sensorial
(Van Brussel, Gerits et al. 2011; Lee e Whitt 2015). Estudos de neuroimagem
realizados em individuos cegos demonstram uma ativacdo robusta de regides do
cortex visual deaferentado enquanto os mesmos realizavam diversas tarefas nao-
visuais, como por exemplo, leitura em Braille (Sadato, Pascual-Leone et al. 1996;
Burton, Snyder et al. 2002), localizacdo espacial de fonte sonora (Voss, Gougoux et
al. 2008), assim como tarefas cognitivas de ordem superior, como processamento de
linguagem (Bedny, Pascual-Leone et al. 2011) e recordagdo de memoria verbal
(Amedi, Raz et al. 2003).

O rearranjo estrutural e funcional que ocorre em areas do SNC que foram
deaferentadas e passam a responder a estimulos de outras modalidades sensoriais é
chamado de neuroplasticidade de modalidade cruzada e, nas Ultimas décadas,
vem atraindo bastante interesse clinico e cientffico (Arckens, Eysel et al. 1998;
Arckens, Van Der Gucht et al. 2000; Chabot, Robert et al. 2007; Karlen e Krubitzer
2009; Merabet e Pascual-Leone 2010; Van Brussel, Gerits et al. 2011; Desgent e Ptito
2012; Meredith, Keniston et al. 2012; Nys, Aerts et al. 2014; Qi, Kaas et al. 2014; Lee
e Whitt 2015; Pernia, Estevez et al. 2017; Wang, Wu et al. 2017).

Quando a privacdo sensorial ocorre ainda dentro do periodo critico de
neuroplasticidade, as adaptacdes/modificacdes do SNC séo mais evidentes (Karlen e
Krubitzer 2009; Desgent e Ptito 2012). Por exemplo, a enucleacéo bilateral em marsupiais
no quarto dia de vida pés-natal (P4) causa reorganizacao de plasticidade cruzada nos
circuitos talamicos e corticais (Karlen, Kahn et al. 2006) (ver Figuras 3A e 3B). A
cegueira experimental precoce nesses animais promove a formacao de conexdes
“aberrantes” para nucleos talamicos somestésicos (nlcleo ventral posterior - VP),
auditivos (nucleo geniculado medial - NGM), motores (nicleo ventro lateral — VL), do

sistema limbico/hipocampal (ndcleos dorsal e ventral anterior) e o surgimento de uma
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nova area cortical cerebral com caracteristicas multimodais (Kahn e Krubitzer 2002;

Mezzera e Lopez-Bendito 2015), apesar das projecdes talamo-corticais visuais terem
sido mantidas (Karlen, Kahn et al. 2006) (Ver Figura 3B).

Figura 3: Reorganizacdo das projecdes talamo-corticais apos privacdo sensorial

durante o desenvolvimento pdés-natal de Monodelphis marsupialis

PRIVAGAO
SENSORIAL

7 MM

ER

A, mieloarquitetura do coértex de animal controle e representacdo esquematica do padréo de
conexdes talano-corticais (circulos) e cortico-corticais (caixas) de V1. Em B, mieloarquitetura
das areas corticais apds privacao sensorial e representacdo esquematica da reorganizacao
cortical. Note que a privagdo sensorial durante o desenvolvimento ocasionou mudancgas no
padrdo de conectividade dos animais enucleados. A espessura das setas demostra a
densidade das conexfes. Adaptado de Karlen, Kahn et al. 2006. Para siglas ver lista de
abreviacgOes.

Em consequéncia da reorganizacdo das estruturas subcorticais ap0s privacao
sensorial precoce, 0s cortices sensoriais também reorganizam seus circuitos de modo
que, quando ocorre a privacdo de uma modalidade sensorial, acontece um rearranjo
cruzado que resulta na manutencdo da atividade elétrica e funcional da area cortical
deaferentada e uma reorganizacdo funcional nas areas corticais ndo deaferentadas

(Sammons e Keck 2015).
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2.1.2.1 Recrutamento de modalidade cruzada

As areas sensoriais primarias recebem informacfes sensoriais de muditiplas
modalidades, estabelecendo circuitos neurais caracterizados pela integragéao
multisensorial (Ghazanfar e Schroeder 2006; Stehberg, Dang et al. 2014),
especialmente nas camadas supragranulares (Lee e Whitt 2015). Os neurdnios das
camadas supragranulares sdo 0s mais rapidos a mudar suas propriedades de
resposta para mudancas nos inputs sensoriais (Huang, Armstrong-James et al. 1998)
e um estudo recente também indica que sdo alvo de mudancas sinapticas decorrentes
de plasticidade de modalidade cruzada (Clemo, Lomber et al. 2016). Essa modificacéo
na densidade de espinhas dendriticas nas camadas supragranulares pode ser
explicada pela (re)ativacdo de sinapses sublimiares visuais e/ou somatossensoriais
(Chabot, Robert et al. 2007; Petrus, Isaiah et al. 2014; Sammons e Keck 2015). A
perda da aferéncia sensorial periférica primaria promove reducdo significativa do
neurotramsissor acido gama aminobutirico — GABA no cortex sensorial afetado (van
Versendaal, Rajendran et al. 2012; Sammons e Keck 2015). Isso propicia o ambiente
mais favoravel ao fortalecimento de sinapes sublimiares dos circuitos cortico-corticais,
principalmente nas camadas supragranulares do coértex auditivo, que passam a
responder mais vigorosamente aos estimulos sensoriais de outras modalidades (Lee
e Whitt 2015; Petrus, Rodriguez et al. 2015; Sammons e Keck 2015).

Esse recrutamento de modaliade cruzada, a partir de outras modalidades
sensoriais, pode representar um dos mecanismos celulares para as mudancas
observadas no SNC subjacentes a reorganizacdo funcional de areas corticais

sensoriais apos a perda da aferéncia periférica sensorial (Figura 4 A e B).
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Figura 4: Representacdo esquematica da reorganizacdo no cortex auditivo apés

privacéo sensorial
Y \
, \
/ \

Somestésic/;a Auditiva Vi\sual Somestésica Auditiva Visual

conexoes
intracorticais

TC

A, Aferéncias sensoriais multimodais para circuitos corticais em Al. Em B, efeitos da privacao
sensorial auditiva. A linha azul representa o potencial excitatério pés-sinaptico intracortical e
a linha verde o potencial evocado. As linhas pontilhadas cinza representam o potencial de
repouso e o limiar do potencial de acdo. Em C desenho esquemético da reorganizacao
intracortical no cértex deaferentado. A privagdo sensorial diminui o gradiente de inibicdo
proporcionando ambiente mais favoravel ao fortalecimento de sinapses sublimiares cértico-
corticais, principalmente nas camadas supragranulares, que passam a responder mais
vigorosamente aos estimulos sensoriais de outras modalidades, aqui presentado na figura por
cortices somestésico e visual primario. Circulo vermelho: conexdes sinapticas fortalecidas;
circulo verde: conexdes sinapticas sem mudanca de for¢a; seta laranja: potenciacdo do fluxo
da informacé&o baseada na forca sinaptica Adaptado de Lee e Whitt 2015 e Petrus, Rodriguez
et al. 2015. Para siglas, ver lista de abreviagdes.

2.1.2.2 Plasticidade compensatéria

Apoés lesd@o sensorial periférica, os cortices sensoriais ndo deaferentados se
reorganizam e compensam a perda da informacao sensorial (Van Brussel, Gerits et
al. 2011; Nys, Aerts et al. 2014; Lee e Whitt 2015). Por exemplo, a privacdo de
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estimulos visuais em camundongos adultos resulta em mudangas compensatérias no
cortex auditivo primario (A1) que incluem, por exemplo, melhor seletividade neuronal
para a frequéncia e intensidade de sons (Bavelier e Neville 2002; Petrus, Isaiah et al.
2014). Essa compensacdo pode ocorrer devido ao fortalecimento das aferéncias
talamo-corticais para camada granular de Al (Petrus, Isaiah et al. 2014) e ao
refinamento e fortalecimento das conexdes intracorticais entre a camada granular e
as camadas supragranulares do coértex auditivo primario (Lee e Whitt 2015; Meng, Kao
et al. 2015) (Figura 5). Esses resultados demostram que a reorganizagao funcional
que ocorre no SNC adulto apods privacdo sensorial parece ser impulsionada por
mudancas tanto na conectividade subcortical quanto cortico-cortical (Kahn e Krubitzer
2002; Lee e Whitt 2015).
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Figura 5: Representacdo esquematica da reorganizagdo nos cortices nao-
deaferentados somestésico e visual primario apos privacéo auditiva.
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A, Aferéncias sensoriais multimodais para circuitos corticais em Al. Em B, desenho
esquematico de privacdo sensorial auditiva. A linha azul representa o potencial excitatério
pos-sindptico intracortical e a linha verde o potencial evocado. As linhas pontilhadas cinza
representam o potencial de repouso e o limiar do potencial de agcdo. Em C, desenho
esquematico da reorganizacdo talamo-cortical e intracortical no coértex ndo deaferentado.
Circulo vermelho: conexdes sinapticas fortalecidas; circulo verde: conexdes sinapticas sem
mudanca de forga; circulo azul: conexdes sinapticas enfraquecidas; seta laranja: potenciagao
do fluxo da informacgao baseada na forca sinaptica. Observe que apds privagéo sensorial, as
conexdes talamo-corticais e da camada IV para as camadas supragranulares Il e Il se
fortalecem. Adaptado de Lee e Whitt 2015 e Petrus, Rodriguez et al. 2015. Para siglas, ver
lista de abreviagoes.

2.2 PRIVACAO SENSORIAL E OS GENES IMEDIATOS

Os genes de ativagao imediata ou “immediate early genes” (IEGs) sdo descritos
como uma classe de genes expressados de forma rapida e transitoria, passiveis de
serem induzidos em células estimuladas, sem a necessidade de utilizar o processo de
sintese de novas proteinas (Herdegen e Zimmermann 1995). Esses genes
aparentemente sdo expressados diferentes areas do SNC, apds estimulacéo

especifica. Os produtos proteicos resultantes da atividade dos genes imediatos sao
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expressos apos atividade elétrica da célula (potencial de acdo) e tém sido utilizado
como marcadores importantes para o mapeamento da atividade funcional em
diferentes sistemas sensoriais (Oh, Kim et al. 2007; Okuno 2011; Kaliszewska, Bijata
et al. 2012; Pernia, Estevez et al. 2017; Wang, Wu et al. 2017). A marcacao da
expressao de genes imediatos (p. ex. zif, c-Fos, arc) € uma ferramenta importante em
estudos de plasticidade de modalidade cruzada, pois reflete a ativacdo neuronal
simultaneamente em varias areas corticais cerebrais (Harris 1998; Oh, Kim et al. 2007;
Okuno 2011; Kaliszewska e Kossut 2015; Pernia, Estevez et al. 2017; Wang, Wu et
al. 2017).

Quando um neurdnio cortical é ativado eletricamente ocorre um aumento nas
concentracdes intracelulares de Ca** que funcionam como segundo-mensageiros
para a expressdo de proteinas (Bading, Ginty et al. 1993). Em seguida, algumas
proteina kinases (como por exemplo a proteina kinase A e kinase IV dependente de
calcio/calmodulina) regulam a expressao de genes nucleares a partir da ativacao de
fatores de transcricdo nuclerares como, por exemplo, c-Fos, que codifica uma
proteina nuclear (c-Fos) que se liga em uma sequéncia de nucleotideos regulatorios
especificos de genes de expressao tardia (Perez-Cadahia, Drobic et al. 2011).

Em camundongos adultos, a remogé&o unilateral das vibrissas de um lado da
face do animal causa ativacdo de neurbnios c-Fos* no hemisfério cerebral
contralateral em praticamente todas as camadas corticais cerebrais da area
somestésica primaria (S1), embora o aumento mais significativo ocorra nas camadas
granulares (Kaliszewska, Bijata et al. 2012). Recentemente, Wang e colaboradores
(2017) demostraram gue em macacos com cegueira experimental precoce bilateral
ocorre um aumento no nimero de células c-Fos* nos cortices visual e auditivo
primarios. Entretanto, esse efeito era mais significativo no hemisfério direito quando
comparado com o hemisfério esquerdo. Outro estudo conduzido por Pernia e
colaboradores (2017) mostrou, através da ativacdo de neurdnios c-Fos™*, evidéncias
de reorganizacdo de modalidade cruzada no cértex visual e auditivo em ratos surdos
precoce. Esses resultados indicam a ocorréncia de plasticidade de modalidade
cruzada apos privacdo sensorial e demonstram a utilidade da marcacdo de genes
imediatos, tal qual o c-Fos, como marcadores de mudancas na atividade elétrica

neuronal associadas com a plasticidade em modelos de privacdo sensorial.
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2.3 MODELOS DE PRI\/AC;AO SENSORIAL
2.3.1 Privacao Visual

O sistema visual de muitos mamiferos tem sido estudado por muitas décadas
com o objetivo de entender os mecanismos do seu desenvolvimento, fisiologia e
neuroplasticidade (Jeffery 1984; Kaas, Krubitzer et al. 1990; Arckens, Eysel et al.
1998; van Versendaal, Rajendran et al. 2012; Kuhiman, Olivas et al. 2013; Botelho,
Ceriatte et al. 2014; van Versendaal e Levelt 2016). Como a experiéncia visual atua
como um guia para moldar e refinar os circuitos do sistema visual durante o
desenvolvimento pés-natal, diferentes manipulacdes experimentais da experiéncia
visual em diferentes modelos animais tém ajudado a entender os detalhes desses
mecanismos (Espinosa e Stryker 2012). Devido a sua acessibilidade, o sistema visual
€ um excelente modelo para estudos dos mecanismos envolvidos na reorganizacao
do SN durante as fases iniciais do desenvolvimento e no adulto e tem sido bastante
utilizado como modelo experimental em estudos de neuroplasticidade (Karlen, Kahn
et al. 2006; Maffei e Turrigiano 2008; He, Petrus et al. 2012; Botelho, Ceriatte et al.
2014; Nys, Aerts et al. 2014; Laskowska-Macios, Zapasnik et al. 2015; Sammons e
Keck 2015; Wang, Wu et al. 2017; Pernia, Estevez et al. 2017).

Atualmente, existem varios modelos ndo-invasivos de privacao visual, tal como
a criacdo em ambiente escuro (Morales, Choi et al. 2002; Kreczko, Goel et al. 2009;
Duffy e Mitchell 2013; Petrus, Isaiah et al. 2014) ou 0 uso de mascaras para vedar 0s
olhos (Zapasnik e Burnat 2013; Laskowska-Macios, Zapasnik et al. 2015). Outros
modelos experimentais usam métodos invasivos como a sutura da palpebra (Levelt e
Hubener 2012), a sec¢do do nervo 6ptico (Guillemot, Paradis et al. 1993), injecéo
intraocular de tetrodotoxina (TTX) (Maffei e Turrigiano 2008), leséo focal na retina
(Keck, Scheuss et al. 2011; Botelho, Ceriatte et al. 2014), ou enucleagé&o visual (Karlen
e Krubitzer 2009; Van Brussel, Gerits et al. 2011; Nys, Aerts et al. 2014). A vantagem
dos modelos invasivos permanentes, tal como a se¢do do trato/nervo optico e a
enucleacdo, é que eliminam a atividade elétrica espontédnea que € gerada na retina e
transferida para V1 (Lee e Whitt 2015; Nys, Scheyitiens et al. 2015). Entretanto, os
trabalhos disponiveis na literatura e que avaliam os efeitos da privacdo visual na
plasticidade cortical adulta realizam a remocao cirirgica de apenas um dos olhos

(enucleagdo monocular) (ver quadro 1). Além disso, nenhum outro estudo avaliou os
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efeitos da privacao bilateral de duas modalidades sensoriais na reorganizacdo dos

circuitos do coértex visual adulto.



Quadro 1: Resumo dos principais estudos usando modelos de privacao visual por enucleacdo monocular ou bilateral.

Enucleacéo Especie Idade Principal resultado Referencia
Rato PO-P100 Lund et al., 1973
Camundongo PO 5 ) ) = . _ Godement et al., 1980
Alterag&o nas vias retino-genicilado e retino coliculares
Marsupial P23-P38 Lent and Mendez-Otero, 1980
Hamster PO-P32 Hsiao, 1984
Rato PO B L o Jeffery, 1984
Alteragdes nas projegdes aferentes talamo-corticais
Hamster PO Trevelyan and Tthompsom, 1999
Monocular Marsupual P Alteracdes nas proje¢des cortico-tectal Djavadian et al, 2001
Hamster PO Alteracdo na conexdes calosas O'Brien and Olavarria, 1995
Rato P1-P100 L ) . . Lund et al., 1973
Diminuic&o do volume do nucleo talamico geniculado lateral
Hamster PO Trevelyan and Tthompsom, 1995
L . . Toldi et al., 1994
Rato PO Ativacao do cortex visual por outras modalidades o
Piché et al., 2007
A reativagéo e expansao do territorio binocular Van Brussel, Gerits et al. 2011
Camundongo P45-P120 . . . . o
Cortex visual ativado por outras modalidades sensoriais (S1e Al) Nys et al., 2015
Rato PO ) Negyessy etal., 2000
Mantido o padr&o normal de conex&o
Hamster PO Izaelly et al., 2002
Camundongo PO o Olavarriaand van Sluyters, 1994
Alterac&o na conectividade calosa i '
Rato PO Olavarriaand Li, 1995
Invasao do geniculado dorso-lateral por aferentes de outras modalidades Asanuma and Stanfield, 1990
camundongo PO o
sensoriais Izaelly et al., 2002
Bilateral Alteracdo nas vias aferentes retino-genicilado e retino coliculares
camundongo P1 Ativacao do cortex visual por outras modalidades Diminuigao do volume do | Chabot et al., 2007
nucleo talamico geniculado lateral
hamster PO ) ) ! o lzaelly et al., 2002
Cortex visual ativado por outras modalidades sensoriais _
. - , A . Kahn and Krubitzer, 2002
marsupial P4 Diminuic&o do volume do nucleo talamico geniculado lateral
Karlen et al., 2006
Primata pP7 Cértex visual ativado por estimulo auditivo Wang, Wu et al. 2017

28
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2.3.2 Privacdo somestésica

O cortex somatossensorial ou somestésico primario (S1) é a area cortical
cerebral responsavel por processar informacdo sensorial capturada por receptores
distribuidos pela periferia corporal (Kaas, 1983). Nos pequenos roedores, como rato
e camundongo, as grandes vibrissas mistaciais sdo importantes receptores sensoriais
periféricos e a informacdo tatil proveniente desses oOrgdos € conduzida
transinapticamente até o campo de barris no cortex somestésico priméario (S1)
(Woolsey and Van der Loos 1970; WOOLSEY e LOOS 1970). Os barris séo estruturas
anatbmicas tridimensionais compostas por agregados de células granulares
presentes na camada IV de S1 e que possuem relacdo topografica precisa com as
grandes vibrissas mistaciais do focinho do animal (WOOLSEY e LOOS 1970; Dawson
and Killackey 1985). Cada barril do subcampo posteromedial (PMBSF do acrénimo
inglés Postero Medial Barrel Subfield recebe aferéncias de uma Unica vibrissa do
focinho contralateral do animal (Woolsey e Van der Loos 1970). O cértex de barris
dos pequenos roedores € um dos modelos experimentais mais usados para estudos
do processamento de informag&o em circuitos neurais corticias (Lubke and Feldmeyer
2007), desenvolvimento poOs natal (Bahia, Houzel et al. 2008), regeneracdo e
plasticidade SNC (Fox 2002; Chu, Yen et al. 2013), porque apresenta arquitetura
colunar clara e facil de definir por métodos histolégicos simples como a técnica de
Nissl, impregnacdo pela prata e/ou atraves de reagBes histoquimicas tais como
citocromo oxidase, desidrogenase succinica, ou NADPH-diaforase (Wallace 1987;
Franca e Volchan 1995; Pereira, Freire et al. 2000). Por exemplo, em um estudo
realizado por Lee e colaboradores (2009), ocorreu uma alteracdo significativa no
tamanho dos barris, assim como na morfologia e densidade das espinhas dendriticas
nos neurbnios do PMBSF, apds o corte de todas as vibrissas de ambos os lados da
face de ratos entre as idades P0O-P3. Deste modo, a retirada das vibrissas da face
apresenta-se com um excelente modelo para verificar alteragcdes estruturais,

funcionais e morfologicas em S1 (Fox 2002; Lee, Chen et al. 2009; Chu, Yen et al.
2013).
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2.4 JUSTIFICATIVA

A grande capacidade de reorganizacdo dos circuitos neurais do SNC apés a
perda de funcbes sensoriais especificas (por exemplo, visdo) e seu potencial
adaptativo tem desafiado o entendimento da comunidade cientifica. A perda de uma
modalidade sensorial pode alterar a organizacdo funcional e a conectividade de
estruturas corticais e sub-corticais associadas tanto com a modalidade perdida
quando a(s) modalidade(s) preservada(s) (Karlen e Krubitzer 2009; Lee e Whitt 2015;
Nys, Scheyitiens et al. 2015). A capacidade de reorganizacdo cortical apds a perda de
aferéncias sensoriais de modalidades especificas € mediada pela existéncia de
conexdes intracorticais e subcorticais entre 0s cOrtices sensoriais primarios
(Henschke, Noesselt et al. 2015). Essas conexfes suportam o0 processamento
multimodal de informag¢des sensoriais em individuos integros e também formam a
base das modificacdes associadas com a plasticidade cruzada multimodal observada
em pacientes com lesdes periféricas unimodais (Bauer, Hirsch et al. 2017). Por
exemplo, a enucleacdo monocular em roedores adultos resulta na diminuicdo da
atividade neural na zona monocular de V1 apos 15 dias de enucleacéo visual (Van
Brussel, Gerits et al. 2011). Entretanto, apdés 90 dias de enucleacdo, a atividade
elétrica celular retornou gradualmente para niveis normais em V1, comecando
inicialmente nas camadas supragranulares, seguido por uma recuperacdo lenta nas
camadas infra granulares (Van Brussel, Gerits et al. 2011).

Apesar dos esforcos para entender as mudancas plasticas que ocorrem no SNC,
0S mecanismos subjacentes a esta remodelacdo adaptativa ainda permanecem pouco
compreendidos. O ineditismo do presente trabalho reside em duas propostas
complementares: 1) verificar o papel da privacdo bilateral de uma modalidade
sensorial no padrdo de atividade celular nas camadas do cortex sensorial adulto e 2)
analisar o efeito da privacédo bilateral de duas modalidades sensoriais no padrao de
atividade celular nas camadas dos cortices deaferentado e aferentado no animal
adulto.

Escolhermos o rato como modelo experimental porque além das vantagens nos
procedimentos histolégicos e imunohitoquimicos decorrentes do fato de possuirum
cérebro pequeno e lisencefalico, esse animal € um modelo experimental consagrado

na literatura, com varios trabalhos descrevendo seu comportamento e suas areas
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sensoriais corticais cerebrais ja foram previamente mapeadas e delimitadas

anatomicamente (Paxinos, 2005).
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2.6 HIPOTESE EXPERIMENTAL

H1: ApGs a remocao completa de ‘inputs’ visuais, os ‘inputs’ sensoriais remanescentes
passam a ativar o coOrtex visual mesmo apés o fechamento do periodo critico de

plasticidade.

H2: Apds a remocao simultdnea dos inputs sensoriais visuais e somestésicos, apos o
perido critico de plasticidade, os inputs sensoriais das modalidades remanescentes
recrutam 0s circuitos corticais deaferentados e contribuem para a readaptacédo do

animal as novas contingéncias ambientais
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos da privacdo sensorial bilateral na neuroplasticidade de
modalidade cruzada no sistema nervoso central apds o periodo critico de

plasticidade.

3.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da privacdo sensorial bilateral visual na neuroplasticidade de

modalidade cruzada no cortex visual, somestésico e auditivo do rato adulto.

e Analisar os efeitos da privacdo bilateral visual associada com a privagao
bilateral somestésica na neuroplasticidade de modalidade cruzada nos cértices

visual, somestésico e auditivo do rato adulto.

e Comparar os efeitos da privacao bilateral visual associada com a vibrissectomia
bilateral na neuroplasticidade nos cortices somestésico e auditivo do rato

adulto.
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4 METODOLOGIA
4.1 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) adultos da linhagem
Wistar, de ambos os sexos (n=16), com massa corporal variando entre 0,250-0,300
kg provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade
Federal do Para (UFPa). Os animas foram mantidos em gaiolas individuais, sob
condigbes ambientais controladas de temperatura (27 £ 2°C), com luminosidade
controlada (12h de claro e 12h de escuro) e acesso a agua e comida (Labina-Purina)
ad libitium. O uso e os cuidados na manipulagdo dos animais seguiram as normas
estabelecidas pela Society for Neuroscience (Handbook for Use of Animals in
Neuroscience Research. Washington, D.C.: SFN, 1991. http://www.sfn.org) e foram
aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais Experimentais da UFPa
(CEUA/UFPA) (permissao 141-13).

4.1.1 Grupos experimentais

Para avaliar o efeito da privacao sensorial, os animais foram divididos em trés

grupos experimentais, conforme descrito abaixo (Figura 6).

Grupo controle (CTL): os animais nao foram submetidos a privacao sensorial.
Grupo privacao visual (DEP): os animais foram submetidos a privacao visual por
enucleacado bilateral e a um protocolo especial de estimulagcdo sensorial (ver adiante).
Grupo dupla-privacao (DDEP): os animais foram submetidos a privacéo visual por
enucleacdo bilateral e somestésica por vibrissectomia bilateral e a um protocolo
especial de estimulacdo sensorial.

Apos a cirurgia de indugéo de privagdo sensorial, os animais foram devolvidos
as suas gaiolas individuais para uma sobrevida de 60 dias. O acesso a agua e comida

durante este periodo foi ad libitum.
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Figura 6: Representacdo esquematica do protocolo experimental
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As barras horizontais ilustram o curso temporal das condigdes experimentais. A barra branca
ilustra o grupo controle com visdo normal. A barra cinza representa o grupo dos animais
submetidos a privacdo sensorial com 90 dias pos-natal. A por¢cdo preta da barra cinza
representa o periodo pos privacdo dos grupos. Para siglas ver lista de abreviagdes. As setas
indicam o dia de realizacdo da cirurgia de inducéo de privacdo sensorial (P90) e o ultimo dia
(P150) de privacao sensorial.

4.2 PROTOCOLO DE PRIVACAO SENSORIAL

4.2.1 Procedimento cirurgico para inducdo de privacado visual

experimental

Para a realizacdo da enucleacdo binocular (Desgent e Ptito 2012), os ratos
foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal (i.p) de uma mistura de cloridrato
de cetamina (30 mg/ Kg) e Xilazina (5 mg/ Kg). Os animais foram submetidos aos
testes de reflexos neuroldégicos evocados por estimulacdo da cOrnea e pelo
pincamento das patas (ou da cauda) antes de serem posicionados no aparelho
estereotaxico (Insight, Brasil). Com auxilio de uma lupa cirirgica (DVF UM-M19), o
nervo oOptico de ambos os olhos foi pincado e cortado com tesoura oftalmica
Castroviejo curva (PETROVICH INSTRUMENTOS CIRURGICOS LTDA). Os olhos
foram removidos e no local foi aplicado uma pomada bactericida e cicatrizante

(Vetaglos - ETNIL). Ao final da cirurgia de indugdo de privacao sensorial, os animais
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receberam uma dose de 0,33 ml de antibidtico de largo espectro (Pentabidtico,
ROCHE) para prevenir infecgdes. ApOs recuperacdo da anestesia, 0s animais foram

devolvidos as suas respectivas gaiolas individuais e monitorados diariamente.

4.2.2 Procedimento cirargico parainducdo de privacdo somestésica

experimental

Para a inducdo da privagdo somestésica experimental, foi realizada a
cauterizacdo das vibrissas mistaciais de ambos os lados daface do animal (regido do
focinho). Os animais foram previamente anestesiados com uma injegao intraperitoneal
(i.p) de uma mistura de cloridrato de cetamina (30 mg/ Kg) e Xilazina (5 mg/ Kg). Antes
iniciar o procedimento de cauterizagdo das vibrissas mistaciais, foram testados os
reflexos neurolégicos evocados por estimulacdo da cérnea e pelo pincamento das
patas ou da cauda. Com auxilio de uma lupa cirtrgica (DVF UM-M19) e bisturi elétrico
(MEDCIR — BM560 BR), as vibrissas mistaciais de ambos os lados da face foram
cauterizadas para remocao completa do foliculo piloso. Apéds a retirada de todas as
fileiras das vibrissas, foi aplicada uma pomada bactericida e cicatrizante (Vetaglos -
VETNIL) em ambos os lados da face do animal. Posteriormente, 0s animais
receberam uma dose de 0,33 ml de antibidtico de largo espectro (Pentabibtico,
ROCHE) para prevenir infec¢des. Ap0s recuperacdo do estado anestésico, 0s animais

foram devolvidos as suas respectivas gaiolas individuais e monitorados diariamente.
4.3 PROTOCOLO DE ESTIMULACAO SENSORIAL

Os grupos descritos acimas foram submetidos a protocolos distintos de
estimulacdo sensorial, conforme descrito abaixo:

Grupo controle (CTL): os animais ndo foram submetidos a privacdo sensorial
e eram submetidos a estimulacdo sensorial. O protocolo de estimulacdo sensorial
consistia em acondicionar o animal em gaiola individual (40 X 32 X 16 cm) que
possuia um sistema de som que emitia sons na faixa de 4 a 40 KHz e também continha
objetos de diferentes texturas, tamanhos e formas durante 60 dias. Estes objetos
foram substituidos a cada 7 dias (Figura 7 B). No dia anterior a perfusédo, a gaiola com
animais foi transferida para uma caixa (60 X 40 X 25 cm) com isolamento acustico e
luminoso (Figura 7A). A gaiola com os animais foi mantida dentro da caixa em

completo siléncio e sem luz por 12 horas, para retornar a expressao do genes
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imediatos c-Fos nas areas de interesse a niveis basais (Van Der Gucht,
Vandenbussche et al. 2000). Apdés 12 horas dentro da caixa, os animais foram
retirados e imediatamente estimulados durante 90 minutos com estimulos sonoros
(sons com frequéncia entre 4 a 40 KHz) e somestésicos (exploracdo de objetos novos;
ver Figura 7 B).

Grupo com privagao visual (DEP): grupo de animais submetido a 60 dias de
enucleacdo bilateral. Neste periodo, os animais eram submetidos a estimulacéo
sensorial (ver descricdo anterior). No dia anterior a perfusdo, a gaiola com o animal
foi transferida para uma caixa (60 X 40 X 25 cm) com isolamento acustico e luminoso
(Figura 7A). A gaiola com o animal era mantidas dentro da caixa em completo siléncio
e sem luz por 12 horas, para retornar a expressao do genes imediatos c-Fos nas areas
de interesse a niveis basais (Van Der Gucht, Vandenbussche et al. 2000). Apo6s 12
horas dentro da gaiola, os animais foram retirados e imediatamente estimulados
durante 90 minutos com estimulos sonoros (sons com frequéncia entre 4 a 40 KHz) e
somestésicos (exploragdo de objetos novos; ver Figura 7B).

Grupo com privacdo visual e somestésica (DDEP): grupo de animais
submetido a 60 dias de privagéo visual e somestésica bilaterais. Neste periodo, os
animais eram submetidos a estimulacdo sensorial (ver descricdo anterior). No dia
anterior a perfusdo, a gaiola com o animal foi transferida para uma caixa (60 X 40 X
25 cm) com isolamento acustico e luminoso (Figura 7A). A gaiola com o animal
eramantidas dentro da caixa em completo siléncio e sem luz por 12 horas, para
retornar a expressao do genes imediatos c-Fos nas areas de interesse a niveis basais
(Van Der Gucht, Vandenbussche et al. 2000). Apds 12 horas dentro da gaiola, 0s
animais foram retirados e imediatamente estimulados durante 90 minutos com
estimulos sonoros (sons com frequéncia entre 4 a 40 KHz) e somestésicos

(exploracéo de objetos novos; ver Figura 7B)
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Figura 7: Diagrama esquematico do protocolo de estimulacdo sensorial

A B

212 horas 90 minutos

A, caixa de isolamento sensorial. B, caixa de estimulacdo sensorial com diferentes estimulos
somestésicos (objetos com formas, tamanho e texturas diferentes) e auditivos (caixas
sonoras).

4.4 PERFUSAO, CRANIOTOMIA E MICROTOMIA

Para fixacdo do tecido nervoso, os animais foram anestesiados com cloridato de
cetamina (72 mg/Kg) e xilazina (9 mg/Kg), via IP, e apoés verificar a completa auséncia
de respostas a estimulacédo dolorosa, perfundidos com solugéo tampéao fosfato (0,1M)
e salina (0,9%) seguida de solucdo de paraformaldeido 4% em PB. Foi realizada uma
ampla abertura toracica seguida de obliteracdo da aorta descendente (usando uma
pinca hemostatica). A perfusdo se iniciava com uma injecéo intraventricular de 0,20ml
de Heparina sddica (Hemofol). Com um cateter acoplado a uma bomba peristaltica
(MILAN), a canula foi posicionada no ventriculo esquerdo e prosseguia-se com a
perfusdo de 300ml de tampéo fosfato (0,1M) e salina 0,9% (PBS; pH 7,4) seguido de
300ml de paraformaldeido tamponado 4% (PFA, Sigma). Apés a perfusdo, os
encéfalos foram retirados da caixa craniana e guardados em tampéao fosfato 0,1 M
(pH 7,2 - 7,4) a 4 °C. Posteriormente, os encéfalos foram cortados no plano coronal,
a 50 um de espessura num vibratomo (Vibratome Serie 1000 - Ted Pella Inc, USA).

Todos os cortes eram recolhidos em solucdo de PB0,1M e pH 7,2 — 7,4.
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4.5 PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS
4.5.1 Imunohistoquimica para c-Fos

As seccgdes coronais dos encéfalos foram lavadas trés vezes em tampao fosfato
0,1M (PB 0,1M), por 5 minutos, para retirada do excesso do fixador. Posteriormente,
foram incubadas por 15 minutos em peréxido de hidrogénio seguido de quatro
lavagens em tampao fosfato (PB) 0,1M por 5 minutos cada lavagem. Em seguida, as
seccbes foram incubadas em solugdo contendo anticorpo primario anti-c-Fos - 1:6000
(Anti-c-Fos (Ab-5) Rabbit pA (PC38-100ul - Santa Cruz Biotechnology, Inc), soro
normal correspondente ao anticorpo (Sigma-Aldrich, Inc), soro albumina bovina a 10%
(Sigma-Aldrich, Inc), triton x-100, 3% (T8787 - Sigma-Aldrich, Inc), por pelo menos 18
horas. No dia seguinte, as seccdes foram retiradas da solugdo contendo o anticorpo
primario, novamente lavadas em PB 0,1M por 5 minutos e incubadas em anticorpo
secundario biotinilado (anti-rabbit IgG H + L, BA-1000; Vector, Burlingame, CA) por 2
horas. Apds nova lavagem, as secc¢les foram incubadas em solucdo contendo o
complexo avidina-biotina (kit ABC PK-4000, Vector, Burlingame, CA) por 1 hora. Em
seguida, foram submetidos a nova lavagem e a reacao para revelacdo da peroxidase.
O cromogeno utilizado para revelar o produto da reacéo foi o DAB (diaminobenzidina
— Sigma-Aldrich, Inc). Na sequéncia, as sec¢bfes foram lavadas em PB 0,1M,

desidratadas, diafanizadas e montadas.
4.5.2 Desidratacdo e montagem

Os cortes foram montados em laminas gelatinizadas, secados em temperatura
ambiente durante oito horas e desidratados em bateria de alcool com concentracao
crescentes de 50%, 70%, 80%, 90% e a 100%, durante 3 minutos cada e clareadas
duas vezes em xileno por 3 minutos cada vez. Em seguida, as laminas histolégicas
foram cobertas com laminula com o auxilio de um meio de inclusdo (Entellan, Sigma-
Aldrich, Inc).
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Figura 8: Desenho esquematico do protocolo experimental.
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A, arepresentacdo dos grupos experimentais. Em B, protocolo de estimulagdo sensorial. Em
C, tempo de exposicao aos estimulos para ativacao do gene imediato. Em D, perfusdo para
fixacdo do tecido nervoso. Em E, ilustracdo esquematica do encéfalo; as linhas pontilhadas
representam o plano de corte (50um de espessura). Em F, desenho esquematico do
processamento histolégico e histoquimico. Em G representacdo do mapa estereotaxico. O
asterisco vermelho representa regido de contagem das células c-Fos*.

4.6 ANALISE DE DADOS

Para analise dos dados, consideramos como cortex visual, somestésico e
auditivo a associacdo de &reas primarias e secundarias dessas modalidades
sensoriais. Denominamos de camadas supragranulares o conjunto das camadas |, II,
e ll; de camada granular a camada IV, e de camadas infragranulares as camadas V
e VI. Os limites das areas corticais foram definidos de acordo com o atlas de Paxinos
(2005) atraves da técnica de coloracdo de Nissl. Todos 0s nossos resultados sao
expressos em valores absolutos (nimero total de células marcadas) por animal.
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4.6.1 CONTAGEM DOS ELEMENTOS CELULARES MARCADOS COM O GENE
IMEDIATO c-Fos

O sistema stereoinvestigator (Stereologer2000®) foi utilizado para quantificacao
do numero total de células marcadas para o gene imediato c-Fos. Foi utilizado o
método do fracionador éptico, que consiste em determinar a populacéo total de células
de uma regido a partir de uma estimativa imparcial e sistematica de uma amostra
aleatoria (West, Slomianka et al. 1991). A estimativa de células foi realizada usando
caixas de contagem com area de 1500 pm? para os cortices visual, somestésico e
auditivo. Foram analisadas 10 caixas de contagem para cada camada do cortex
cerebral em cada uma das trés areas citadas, em trés secc¢des histologicas sequenciais
por animal. O contorno das &reas analisadas foi feito com objetiva de 2x e a contagem
das células com a objetiva de 20x. A espessura do tecido utilizado para andlise
esterolédgica foi de 50um. O sistema Stereoinvestigator delimita a area de contagem
com linhas vermelhas e verdes, sendo que a linha vermelha delimita a area de exclusdo

e as linhas verdes as area de inclusao (Figura 9 B). O coeficiente de erro foi mantido
menor que 0,1 (Figura 9 A e B).

Figura 9: Método de contagem de células por estereologia.
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A usando lentes objetivas 2X, as cruzes verdes delimitam a area de contagem. Barra de
escala 2mm. B usando objetiva de 20X, a delimitagdo da caixa de contagem representada
pelass linhas verdes e vermelhas. As linhas vermelhas delimitam a area de exclusédo, as
células que tocam a linha ndo sao incluidas na contagem. As linhas verdes delimitam as areas
de inclusdo de contagem, as células que tocam a linha sao incluidas na contagem. Barra de
escala0,5mm.
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4.6.2 ANALISE ESTATISTICA

Tendo em vista a normalidade na distribuicdo dos dados, verificada com o teste
Liliefors, a quantidade de células totais em todos 0s grupos experimentais, assim
como o numero total de células nos cortices visual, somestésico e auditivo para as
diferentes condicBes experimentais, foram comparados usando analise de variancia
(ANOVA) com pés-teste de Tukey. O nivel de significancia utilizado foi de a=0,05.
Quando a comparacao era entre apenas dois grupos, utiizamos teste t de Student.

A construgdo de graficos e a andlise estatistica foram realizadas com o
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc).
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5 RESULTADOS
5.1 DISTRIBUICAO DE NEURONIOS c-Fos* NO CORTICES SENSORIAIS ADULTO

Para descrever o padrdo de marcagdo de neurbnios c-Fos* nos cortices
sensoriais de animais adultos, realizamos a imunohistoquimica para marcacao da
proteina expressada pelo gene imediato c-Fos e quantificamos o nimero de células
marcadas nos cortices sensoriais visual, somestésico e auditivo em ratos adultos

Os resultados demonstraram diferengas significativas (***p< 0,0001) na
distribuicAo do numero total de neurbnios c-Fos* nos cortices visual (3.334,00 +
127,00), somestésico (3.637,00 + 215,50) e auditivo (2.021,00 + 33,20) de animais
adultos. Nao houve diferencas significativas no nimero total de neurdnios marcados
entre o cortex visual e o cortex somestésico (ver tabela 1).

Figura 10: Distribuicdo de neurbnios c-Fos* nos cortices visual,somestésico e auditivo.
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Histograma comparando ndmero total de neurdnios c-Fos+ no grupo CTL. Observe que o
namero total de neurdnios c-Fos* é maior (***p< 0,0001) nos cortices visual e somestésico
guando comparado com o cértex auditivo. Para siglas, ver lista de abreviagdes.

No cortex visual dos animais do grupo CTL, o nimero de neurdnios c-Fos*™ na
camada granular foi maior (1.459,00 + 77,80; ***p< 0,0001) do que nas camadas
supragranulares (966,00 + 63,10) e das camadas infragranulares (867,50 + 48,70)
(Figura 11 B; Ver Tabela 1).
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Figura 11: Distribuicdo de neurbnios c-Fos* no coértex visual.
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A, fotomicrografia de seccédo coronal das camadas do coértex visual de animais do grupo CTL
coradas pela técnica de Nissl (esquerda) e imunomarcadas para c-Fos (direita). Em B,
histograma representando o numero de neurbnios c-Fos* imunomarcados nas camadas do
cortex visual. Observe que o numero de neurdnios c-Fos* foi maior na camadagranular (***p<
0,0001) quando comparados com as camadas supra e infragranulares. Barra de escala 100p.
Para siglas, ver lista de abreviagoes.

Na camada granular do cortex somestésico, o nimero de neurbnios c-Fos*
(1.859,00 £ 72,90) foi maior (***p< 0,0001) do que nas camadas supragranulares
(1.140,00 = 57,60) e infragranulares (818,80 + 52,30) (Figura 12 B). O nimero de
neurbnios c-Fos* nas camadas supragranulares foi maior (1.859,00 £ 72,90, ***p<
0,0001) do que nas camadas infragranulares (818,80 + 52,30) (Figura 12 B, ver tabela
1).
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Figura 12: Distribuicdo de neurbnios c-Fos*no cortex somestésico.
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A, fotomicrografia de sec¢ao coronal das camadas do cortex somestésicode animais do grupo
CTL coradas pela técnica de Nissl (esquerda) e imunomarcadas para c-Fos (direita). Em B,
histograma representando o niumero de neurdnios c-Fos* imunomarcados nas camadas do
cortex somestésico. Observe que na camada granular do cértex o nUmero de neurdnios c-
Fos* foi maior quando comparado com as camadas supra e infragranulares (p< 0,0001).
Adicionalmente, o niumero de neurbnios das camadas supragranulares foi maior quando
comparado com os da camada infragranulares Barra de escala 100u. Para siglas, ver lista de

abreviacoes.
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No cortex auditivo, o numero de neurbnios c-Fos*na camada granular (804,80
*+ 18,79) e camadas infragranulares (736,50 + 23,12) foi maior (p< 0.0001) quando

comparado com as camadas supragranulares (479,80 + 20,33) (Figura 13 B). Ver
Tabela 1.

Figura 13: Distribuicdo de neurbnios c-Fos* no cortex auditivo.
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A, fotomicrografia de secc¢ao coronal das camadas do cortex auditivo de animais do grupo
CTL coradas pela técnica de Nissl (esquerda) e imunomarcadas para c-Fos (direita). Em B,
histograma representando o nimero de neurbénios c-Fos*imunomarcados has camadas do
cortex auditivo. Note que as camadas granular e infragranulares do cortex auditivo
apresentam um namero maior de neurbnios c-Fos*quando comparadas com as camadas
supragranulares (p< 0,0001). Barra de escala 100p. Para siglas, ver lista de abreviacdes.
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5.2 EFEITO DA PRIVACAO DE UMA MODALIDADE SENSORIAL (ENUCLEACAO
BINOCULAR) NOS CORTICES SENSORIAIS ADULTOS

5.2.1 Efeito da enucleac¢éo binocular no cértex visual

A privacdo bilateral de uma modalidade sensorial (enucleacéo bilateral)
promoveu alteracdes significativas no nimero total de neurdénios c-Fos* no cortex
visual do rato adulto. Nos animais do grupo enucleado bilateral (DEP), os resultados
demonstraram reducdo significativa no nimero total de neurbnios c-Fos* quando
comparado com o grupo CTL (t= 4.214; df=6; **p= 0,0056; Figura 14, ver Tabela 1).

Figura 14: Efeito da enucleacdo binocular no cortex visual.

N

£ 5000-

-

b=

Q 4000- ; ad |
= —

% 3000-

(o]

L.

© 2000- '
7))

)

-

= 1000+

o

CTL DEP

Histograma comparando numero total de neurénios c-Fos+ nos grupos CTL e DEP. Observe
gue houve reducdo significativa (**p< 0,0056) no ndmero de neurdnios c-Fos+
imunomarcados nos animais DEP. Para siglas, ver lista de abrevia¢des.

A diminuicdo no numero de neurdnios c-Fos* imunomarcados também foi
observada nas camadas supragranulares do coértex visual dos animais DEP quando
comparados com camadas supragranulares corticais dos animais CTL (t= 1.331 df=6;
***n< 0,0001, ver Tabela 1) (Figura 15 A e B). Na camada granular dos animais do
grupo DEP, a quantificagcdo do numero total de neurbnios c-Fos* ndo demonstrou
diferencas estatisticas quando comparado com a camada granular nos animais CTL
(t=1.331 df=6; Figura 15 A e B, ver Tabela 1). Nas camadas infragranulares, os
resultados também demonstraram que ndo houve diferencas significativas entre o
nimero total de neurdénios c-Fos* nos animais do grupo DEP e CTL (t= 2.354 df=6;
Figura 15 A e B, ver Tabela 1).
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Figura 15: Efeito da enucleac&o binocular nas camadas do cortex visual.
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A, fotomicrografia de seccéo coronal das camadas do coértex visual de animais CTL e DEP
coradas pela técnica de Nissl (esquerda) e imunomarcadas para c-Fos (centro e direita). Em
B, histogramas representando o nimero de neurdnios c-Fos*imunomarcados nas camadas
do cortex visual. Observe que houve uma reducao (***p< 0,0001) no nimero de neurdnios c-
Fos*imunomarcados nas camadas supragranulares. Nas camadas granular e infragranulares
nao houve diferencas no nimero de neurdnios c-Fos*imunomarcados. Barra de escala 1004

Para siglas, ver lista de abreviagoes.
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Tabela 1: Niumero de neurdnios c-Fos+ nos cortices sensoriais dos animais dos
grupos controle e DEP.

Regiédo Grupos
cortical CTL DEP P
VISUAL 3.334,00 + 127,00 2.076,00 + 270,10 0,0056**
Camadas supragranulares 966,00 + 63,10 268,00 + 46,00 0,0001***
Camada granular 1.459,00 + 77,80 1.256,00 + 131,10
Camadas infragranulares 867,50 + 48,70 552,00 + 124,90
SOMESTESICA 3.637,00 + 215,50 4.234,00 * 143,90
Camadas supragranulares 1.140,00 + 57,60 797,80 + 27,90 0,0018**
Camada granular 1.859,00 + 72,90 2.452,00 + 149,10 0,0117*
Camadas infrapragranulares 818,80 + 52,30 985,00 + 48,20 0,0248 *
AUDITIVA 2.021,00 + 33,20 3.291,00 + 340,30 0,0099**
Camadas supragranulares 479,80 + 20,33 809,00 + 75,04 0,0055**
Camada granular 804,80 + 18,79 1.276,00 + 190,70 0,0491*
Camadas infrapragranulares 736,50 + 23,12 791,80 + 35,16

Nota: Grupo CTL = grupo controle; grupo DEP = grupo enucleado bilateral; VISUAL = cértex \isual;
SOMESTESICA = cértex somestésico; AUDITIVA = cértex auditivo.

5.2.2 Efeito da enucleagéo binocular no cértex somestésico

No cOrtex somestésico, a enucleacdo binocular também alterou
significativamente o nimero de neurdnios c-Fos*.

Nos animais do grupo DEP, ndo houve diferenca estatistica significativa no
nimero de neurdnios c-Fos* quando comparados com animais do grupo CTL (
t=2.306 df=6; Figura 16, ver Tabela 1). Entretanto, quando quantificamos o nimero de
neurbnios c-Fos* nas camadas do cOrtex somestésico, encontramos diferencas
estatisticamente significativas entre os animais dos grupos DEP e CTL. Houve
reducdo significativa no nimero de neurdnios c-Fos* nas camadas supragranulares
do cortex somestésico do grupo DEP quando comparados com os animais do grupo
CTL (t= 5.339 df=6; **p< 0,0018; Figura 17 A e B, ver Tabela 1).



50

Figura 16: Efeito da enucleacao binocular no cértex somestésico.
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Histograma comparando numero total de neurdnios c-Fos* nos grupos CTL e DEP. Nao
houve diferenca significativa no nimero de neurdnios c-Fos*entre os grupos. Para siglas, ver
lista de abreviagoes.

Na camada granular, os resultados demonstram que houve aumento no
nimero de neurdnios c-Fos* nos animais DEP quando comparados com 0s animais
do grupo CTL (t= 3.573 df=6; *p=0,0117; Figura 17A e B; ver tabela 1). Esse aumento
significativo no nimero de neurénios c-Fos* também foi observado nas camadas
infragranulares dos animais DEP quando comparados com os animais CTL (Figura 17
A e B ver Tabela 1).
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Figura 17: Efeito da enucleacdo nas camadas do cortex somestésico.
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A, fotomicrografia de secc¢éo coronal do cértex somestésico de animais do grupo CTL e
animais do grupo DEP coradas pela técnica de Nissl (esquerda) e imunomarcadas para c-Fos
(centro e direita). Em B, histograma representando o numero de neurbnios c-Fos*
imunomarcados nas camadas do cortex somestésico. Observe que nas camada granular (*p<
0,0117) e camadas infragranulares (*p< 0,0248) houve aumento significativos nos neurénios
c-Fos*quando comparados com os animais CTL. Nas camadas supragranulares houve uma
reducdo (**p< 0,0018) significativa no nimero de neurénios c-Fos*quando comparados com
os animais CTL. Barra de escala 100u. Para siglas, ver lista de abreviacdes.
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5.2.3 Efeito da enucleacao binocular no cértex auditivo

No cértex auditivo, os resultados demonstraram que a enucleacdo binocular
alterou o nimero de neurbnios c-Fos* de forma significativa. Nos animais do grupo
DEP, houve aumento significativo no numero de neurbnios c-Fos* quando
comparados com animais do grupo CTL (t= 3.714 df=6; **p< 0,0099; Figura 18, ver
Tabela 1). Esse aumento no nimero de neurbnios c-Fos*também foi observado nas
camadas supragranulares do coértex auditivo dos animais do grupo DEP quando
comparados com os animais do grupo CTL (t= 4.235 df=6; **p< 0,0055; Figura 19 A e
B, ver Tabela 1). Na camada granular dos animais do grupo DEP, os resultados da
contagem de neurbnios c-Fos* demonstraram que houve aumento significativo no
nimero de neurdnios c-Fos+ quando comparados com os animais do grupo CTL (t=
2.460 df=6; *p< 0,0491, Figura 19 A e B, ver Tabela 1). Enquanto, nas camadas
infragranulares do cértex auditivo ndo houve diferencas estatisticas significativas entre

0s animais do grupo DEP quando comparado com os animais do grupo CTL (Teste
t=1.313 df=6; Figura 19 A e B, ver Tabela 1).

Figura 18: Efeito da enucleacdo binocular no cértex auditivo.
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Histograma comparando nimero de neurbnios c-Fos+ nos grupos CTL e DEP. Observe que
houve aumento significativo (**p< 0,0099) no numero de neurdnios c-Fos* no cortex auditivo
dos animais do grupo DEP. Para siglas, ver lista de abreviacdes.
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Figura 19: Efeito da enucleacdo binocular nas camadas do cortex auditivo.
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A, fotomicrografia de secc¢éo coronal do cortex auditivo de animais do grupo CTL e animais
do grupo DEP coradas pela técnica de Nissl (esquerda) e imunomarcadas para c-Fos (centro
e direita). Em B, histograma representando o nimero de neurdnios c-Fos*ao longo das
camadas do cortex auditivo. Observe que nos animais do grupo DEP houve aumento
significativo no nimero de neurdnios c-Fos*nas camadas supragranulares (**p< 0,0055) e
camada granular (*p< 0,0491). Barrade escala 100. Para siglas, ver lista de abreviagdes.
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53 EFEITO DA PRNVACAO BIMODAL (ENUCLEACAO BINOCULAR E
VIBRISSECTOMIA BILATERAL) NOS CORTICES SENSORIAIS ADULTOS

5.3.1 Efeito da privacéo bi-modal no cortex visual

A privacdo de duas modalidades sensoriais promoveu alteracdo no nimero de
neurdnios c-Fos* no coértex visual dos animais enucleados e vibrissectomizados
bilateralmente (DDEP). Houve uma diminuicdo significativa no numero total de
neurénios c-Fos* nos animais do grupo DDEP quando comparado com os animas do
grupo CTL (t= 2.916 df=6; *p< 0,0268, Figura 20, ver tabela 1).

Figura 20: Efeito da privacdo bi-modal no cortex visual.
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Histograma comparando numero total de neurénios c-Fos+ nos grupos CTL e DDEP. Observe
gue houve diminuicdo (*p< 0,0268) significativa no numero de neurbnios c-Fos* animais
DDEP. Para siglas, ver lista de abreviagdes.

Essa reducdo no numero total de neurbnios c-Fos* apresentou diferencas
significativas ao longo das camadas do cértex visual. Houve reducdo no nimero de
neurbnios c-Fos* nas camadas supragranulares do cortex visual dos animais do grupo
DDEP quando comparados com os animais do grupo CTL (t= 9.988 df=6; ****p<
0,0001; Figura21 A e B; ver Tabela 2; Figura 21 A e B). Emrelacdo a camada granular,
ndo houve diferenca do nimero de neurénios c-Fos+ no coértex visual dos animais do
grupo DDEP quando comparado com os animais do grupo CTL (t= 0.3375 df=6; Figura
21 A e B, ver Tabela 2). Finalmente, nas camadas infragranulares, os resultados
demonstraram que houve reducdo no nimero de neurdnios c-Fos* no cortex visual
dos animais do grupo DDEP quando comparado com os animais do grupo CTL (t=
4.592 df=6; **p< 0,0037; Figura 21 A e B, ver Tabela 2).



55

Figura 21: Efeito da privacédo bi-modal na citoarquitetura das camadas do cortex visual
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A, fotomicrografia de secc¢éo coronal das camadas do cértex visual de animais do grupo CTL
e grupo DDEP coradas pela técnica de Nissl (esquerda) e imunomarcadas para c-Fos (centro
e direita). Em B, histograma representando o nimero de neurdnios c-Fos*nas camadas do
cortex visual. Observe que ap0s privacdo bilateral de duas modalidades sensoriais houve
reducao significativa no nidmero de neurdnios imunomarcados para c-Fos nas camadas
supragranulares (****p< 0,0001) e infragranulares (**p<0,0037) do cortex visual. Na camada
granular ndo houve diferenca significativa. Barra de escala 100u. Para siglas, ver lista de

abreviacoes.
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Tabela 2: Nimero de neurdnios c-Fos* nos cortices sensoriais dos animais dos
grupos CTL e DDEP.

Regiédo Grupos
cortical CTL DDEP P
VISUAL 3.334,0 0+ 127,00 2.139,0 + 390,30 0,0268*
Camadas supragranulares 966,00 + 63,10 231,00 + 37,80 0,0001****
Camada granular 1.459,00 + 77,80 1.396,0 + 300,10
Camadas infragranulares 867,50 48,70 512,3 + 60,00 0,0037**
S1 (PMBSF) 3.637,00 + 215,50 3.079,0 + 268,00
Camadas supragranulares 1.140,00 + 57,60 269,30 + 5,80 0,0001****

Camada granular

1.859,00 + 72,90

1.912,00 + 231,30

Camadas infragranulares

818,80 + 52,30

898,50 * 40,76

AUDITIVA

2.021,00 + 33,20

2.710,00 + 408,90

Camadas supragranulares

479,80 * 20,33

564,30 + 117,00

Camada granular

804,80 + 18,79

1.244,00 * 276,80

Camadas infragranulares

736,50 + 23,12

715,00 + 157,00

Nota: Ver tabela 1

5.3.2 Efeito da privacdo simulténea de duas modalidades sensoriais no cortex

somestésico

A privacao bilateral de duas modalidades sensoriais (enucleagéo binocular e
vibrissectomia) ndo promoveu alteracfes significativas no nimero total de neurdnios
c-Fos*no cértex somestésico dos animais do grupo DDEP quando comparado com 0s
animais do grupo CTL (t= 1.621 df=6, Figura 22, ver Tabela 2). Todavia, ocorreram
diferencas significativas entre o grupo DDEP e CTL com relacdo ao numero de
neurdnios c-Fos* nas camadas do cortex somestésico. Nas camadas corticais
supragranulares, ocorreu uma reducao significativa no nimero de neurénios c-Fos*
nos animais do grupo DDEP quando comparados com os animais do grupo CTL (t=
15.02 df=6; ****p< 0,0001; Figura 23 A e B, ver Tabela 2). J4 na camada granular, ndo
houve diferenca no nimero de neurdénios c-Fos+ entre os animais do grupo DDEP e
CTL (t = 0.2186 df=6; Figura 23 A e B, ver Tabela 2). Nas camadas infragranulares,
assim como na camada granular, também ndo houve diferenca significativa do nimero
de neurbnios c-Fos*imunomarcados entre os animais do grupo DDEP e os animais
do grupo CTL (t =2.290 df=6; Figura 23 A e B, ver Tabela 2).
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Figura 22: Efeito da enucleacdo binocular e da vibrissectomia no cértex somestésico.
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Histograma comparando nimero total de neurdnios c-Fos* nos grupos CTL e DDEP. Observe
ndo que houve diferengas significativas no numero total de neurénios c-Fos* imunomarcados
no cortex somestésico dos animais do grupo DDEP quando comparado ao namero de
neurénios c-Fos*imunomarcados no cortex somestésico dos animais do grupo CTL. Para
siglas, ver lista de abreviagdes.
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Figura 23: Efeito da enucleacdo binocular e da vibrissectomia bilateral nas camadas

do cortex somestésico.
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A, fotomicrografia de sec¢ao coronal das camadas do cortex somestésico de animais do grupo
CTL e grupo DDEP coradas pela técnica de Nissl (esquerda) e imunomarcadas para c-Fos
(centro e direita). Em B, histograma representando do ndmero de neurbnios c-Fos*nas
camadas do cortex somestésico. Observe que houve uma reducéo significativa do nimero de
neurbnios c-Fos* nas camadas supragranulares (****p< 0,0001). Ja na camada granular e
nas camadas infragranulares ndo houve diferencas estatisticas significativas no niamero de
neurénios c-Fos*imunomarcados. Barrade escala 100p. Para siglas, ver lista de abreviagdes.
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5.3.3 Efeito da privacéo bi-modal no cdOrtex auditivo

No cortex auditivo, a privacdo de duas modalidades sensoriais apds o
fechamento do periodo critico de plasticidade ndo promoveu alteracdes significativas
no nimero total de neurbnios c-Fos*nos animais do grupo DDEP quando comparados
com o animais do grupo CTL (t=1.621 df=6, Figura 24, ver Tabela 2).

Figura 24: Efeito da enucleagdo binocular e da vibrissectomia bilateral no coértex

auditivo.
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Histograma comparando nimero total de neurénios c-Fos+ nos grupos CTL e DDEP. Observe
ndo que houve diferenca estatistica significativa no numero total de neurbnios c-Fos*
imunomarcados nos animais do grupo DDEP quando comparado com os resultados dos
animais do grupo CTL. Para siglas ver lista de abreviagdes.

Quando comparamos o numero de neurbnios Fos* nas camadas do cortex
auditivo dos animais do grupo DDEP e do grupo CTL, ndo houve diferencas
significativas nas camadas supragranulares, (Teste t=0.7115 df=6, Figura 25 A e B,
ver Tabela 2), camada granular (t= 1.583 df=6, Figura 25 A e B, ver Tabela 2) e

camadas infragranulares (t= 0.1354 df=6, Figura 25 A e B, ver Tabela 2).
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Figura 25: Efeito da enucleacdo binocular e da vibrissectomia bilateral no cortex

auditivo.
A | cTLNissI CTL c-Fos || DDEP c-Fos
|
I
IV §
vivi P
s | —
B Supragranulares Granular s000 Infragranulares
NE 5000 ~E 5000 .
g 4000 g 4000 g 4000
< 3000 $ 3000 3
o
u-f 2000 '-g 2000 % 2000
33 1000 é 1000 § 1000
L L = cTL DDEP
CTL DDEP cTL DDEP

A, fotomicrografias de secc¢éo coronal das camadas do cortex auditivo de animais do grupo
CTL e DDEP coradas pela técnica de Nissl (esquerda) e imunomarcadas para c-Fos (centro
e direita). Em B, histogramas representando o numero de neurénios c-Fos+ nas diferentes
camadas do cortex auditivo. Observe que ndo ha diferenca entre os grupos. Barra de escala
100p. Para siglas, ver lista de abreviacoes.
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5.4 COMPARACAO INTERGRUPO DA PRIVACAO SENSORIAL BILATERAL
APOS O FECHAMENTO DO PERIODO CRITICO DE PLASTICIDADE.

Apos identificar os impactos da privagdo sensorial bilateral individualmente nos
cortices sensoriais visual, somestésico e auditivo, comparamos os grupos DEP e
DDEP para verificar se existem diferencas ativacdo de neurbnios c-Fos* quando duas
modalidades sensorials sdo deaferentadas.

5.4.1 Efeito no coértex visual

Os resultados demonstraram que a privagao visual bilateral, assim como a
vibrissectomia bilateral apés o fechamento do periodo critico de plasticidade, reduziu
significativamente (F9 = 10.49 e *p< 0,0045), o nimero de neurdbnios c-Fos* no

cortex visual adulto quando comparado com os animais do grupo CTL (Figura 26).

Figura 26: Comparacao intergrupos do efeito da privacdo sensorial no cortex visual.
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Histograma comparando nimero total de neurbnios c-Fos+ nos grupos CTL, DEP e DDEP.
Observe que quando comparamos 0s grupos experimentais DEP e DDEP com o grupo CTL,
a reduc&o no numeros de neurénios c-Fos* é mais significativa no grupo DEP.

Essa reducdo no nuimero de neurbnios c-Fos* também foi observada nas
diferentes camadas do cértex visual. Nas camadas supragranulares, por exemplo, a
reducdo no numero de neurénios c-Fos*imunomarcados foi significativa (F(2,9) = 50.57
e *p< 0,0001) no grupo de animais DEP, bem como nos animais do grupo DDEP

quando comparado com os animais do grupo CTL (Figura 27).
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Figura 27: Comparacéo intergrupos do efeito da privacdo sensorial nas camadas do

cortex visual.
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A, fotomicrografias de sec¢ao coronal das camadas do cértex visual de animais do grupo CTL,
DEP e DDEP coradas pela técnica de Nissl (esquerda) e imunomarcadas para c-Fos (centro
e direita). Em B, histograma representando o nimero de neurdnios c-Fos*imunomarcados
nas diferentes camadas do cortex visual. Observe que a reducéao significativa (*p< 0,0001) no
numero de neurbnios c-Fos*nas camadas supragranulares nos grupos experimentais DEP e
DDEP quando comparado com o grupo CTL, enquanto na camada granular, ndo houve
diferencas entre os grupos experimentais. Nas camadas infragranulares somente no grupo
DDEP areducéo foi significativa (*p < 0,0307) quando comparado com o grupo CTL. Barra de
escala 100u. Para siglas, ver lista de abreviacoes.

Na camada granular, a privacdo sensorial bilateral ndo alterou o nimero de
neurbnios c-Fos* nos animais dos grupos DEP e nem nos animais do grupo DDEP
(Figura 28). Nas camadas infragranulares do cortex visual dos animais do grupo
DDEP, a privacdo sensorial diminuiu significativamente o nimero de neurbnios c-Fos*
(Fe9=50.57 e *p< 0,0307) quando comparados com os animais do grupo CTL (Figura
27).
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5.4.2 Efeito no cortex somestésico

No cértex somestésico, 0s resultados demonstraram que o grupo DDEP
apresentou uma reducdo no nimero de neurbnios c-Fos* quando comparado com o
grupo DEP (Fes =7.186 e *p< 0,0136) (Figura 28).

Figura 28: Comparacdo intergrupos do efeito da privacdo sensorial no cortex no

cortex somestésico.
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Histograma comparando numero total de neurénios c-Fos* nos grupos CTL, DEP e DDEP.
Observe que a reducdo no nimeros de neurbnios c-Fos* é significativa quando comparamos
0 grupo experimental DEP com o DDEP, entretanto, quando comparamos os dois grupos
experimentais com o grupo CTL, ndo houve diferengas no nimeros de neurdnios c-Fos* no
cortex somestésico.

Ao longo das camadas do coOrtex somestésico, a privacdo sensorial também
promoveu alteracdes significativas no nimero de neurbnios c-Fos*. Na comparacao
do grupo DEP e DDEP, houve uma reducdo significativa (F2,99 =139,3 e ****p <
0,0001) no ndmero de neurbnios c-Fos*™ nas camadas supragranulares quando
comparados com o grupo CTL, assim como quando comparamos o0s grupos DEP e
DDEP (Figura 29 B).
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Figura 29: Comparacéo intergrupos do efeito da privacdo sensorial nas camadas do

cortex somestésico.
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A, fotomicrogréficas de seccéo coronal das camadas do cortex somestésico de animais do
grupo CTL, DEP e DDEP coradas pela técnicade Nissl (esquerda) e imunomarcadas para c-
Fos (centro e direita). Em B, histograma representando o numero de neurdnios c-Fos*
imunomarcados nas diferentes camadas do cortex somestésico. Observe a reducao
significativa (****p < 0,0001) no nimero de neurbnios c-Fos* nas camadas supragranulares
nos grupos experimentais DEP e DDEP quando comparado com o grupo CTL. Na camada
granular, ndo houve diferencas entre os grupos experimentais CTL, DEP e DDEP, enquanto,
nas camadas infragranulares no grupo DEP, houve aumento significativo (*p< 0,018) no
namero de neurdnios c-Fos* quando comparado com o grupo CTL. Barra de escala 100p.
Para siglas, ver lista de abreviacoes.

Nao houve diferenca no nimero de neurdnios c-Fos*na camada granular do
cOrtex somestésico dos animais do grupo DEP e grupo DDEP quando comparados
com o grupo CTL (Figura 29 B). Entretanto, nas camadas infragranulares do cortex
somestésico, o nimero de neurbnios c-Fos* foi maior nos animais do grupo DEP (F29
=6.413 e *P=< 0.0186) do que noCTL (Figura 29 B).
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5.4.3 Efeito no cortex auditivo

A privacdo sensorial ndo alterou o nimero de total de neurbnios c-Fos* no

cortex auditivo de animais dos grupo DEP e DDEP (Figura 30).

Figura 30: Comparacéo intergrupos do efeito da privacdo sensorial no cortex

auditivo.
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Histograma comparando numero total de neurénios c-Fos* nos grupos CTL, DEP e DDEP.
Observe que ndo houve diferengas no numero de neurdnios c-Fos* no cortex auditivo entre
0s grupos experimentais DEP e DDEP quando comparados com o grupo CTL.

Entretanto, a privacdo sensorial alterou o numero de neurénios c-Fos*ao longo
das camadas supragranulares e granular do cortex auditivo do grupo DEP. Nas
camadas supragranulares (F(2,9) =4.445 e *P< 0,0454) e camada granular (F(2,9) =4.313
e *p< 0,0486) do cortex auditivo do grupo DEP, a privacdo sensorial aumentou o

nimero de neurbnios c-Fos* quando comparado ao grupo CTL (Figura 31 B). Nas
camadas infragranulares ndo houve diferengas entre 0os grupos experimentais.
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Figura 31: Comparacéo intergrupos do efeito da privacdo sensorial nas camadas do

cortex auditivo.
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A, fotomicrogréficas de secc¢do coronal das camadas do cortex auditivo de animais do grupo
CTL, DEP e DDEP coradas pela técnica de Nissl (esquerda) e imunomarcadas para c-Fos
(centro e direita). Em B, histograma representando o numero de neurdnios c-Fos*
imunomarcados nas diferentes camadas do cortex auditivo. Observe que o aumento
significativo no niamero de neurdnios c-Fos*nas camadas supragranulares (*P< 0,0454) e
granular (*p< 0,0486) foi observado somente no grupo experimental DEP quando comparado
com o0 grupo controle, enquanto, nas camadas infragranulares ndo houveram diferencas
estatisticas no nimero de neurbnios c-Fos* entre 0s grupos experimentais. Barra de escala
100p. Para siglas, ver lista de abreviagoes.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho, demonstramos que a privacdo sensorial bilateral causa
reorganizagdo cruzada nos cortices sensoriais de ratos adultos. A reorganizagéo
cruzada foi evidenciada a partir do padrédo de ativacdo neuronal revelada com a
marcacao para proteinas expressas pelo gene imediato c-Fos.

Alguns genes imediatos (p. ex.c-Fos) vém sendo largamente estudados em
estudos de neuroplasticidade nos Ultimos anos, pois sua expressao reflete a atividade
funcional dos cortices visual (Takahata e Kaas 2017; Pereira, Freire et al. 2018)
somestésico (Kaliszewska, Bijata et al. 2012; Kaliszewska e Kossut 2015) e auditivo
(Pernia, Estevez etal. 2017; Wang, Wu et al. 2017). Esses resultados demonstram a
utiidade da marcacdo de genes imediatos, como o c-Fos, como marcadores de
mudancas na atividade elétrica neuronal associadas com a neuroplasticidade em
modelos de privacédo sensorial.

Os nossos resultados demonstram que o cortex visual de ratos adultos, apés
60 dias de enucleacdo binocular, sofre reorganizacdo sinaptica evidenciada pela
diminuicio no ndmero de neurdnios c-Fos*, principalmente nas camadas
supragranulares (Figura 15 B). As camadas supragranulares abrigam os neurdnios de
origem das conexdes intercorticais e a perda dos inputs visuais causa uma diminuicao
da atividade neuronal dessa camada. No cortex somestésico, também ocorre uma
diminuicdo no nimero de neurbnios c-Fos* nas camadas supragranulares. Entretanto,
essa diminuicdo é menos pronunciada do que no cortex visual e é compensada por
um aumento no nimero de neurbnios c-Fos* nas camadas granular e infragranular. A
camada granular é o alvo das aferéncias talamicas nos coértices primarios, enquanto
as camadas infragranulares contém os neurénios de origem das conexdes cortico-
talamicas. No cortex auditivo, a enucleacéo binocular causa um aumento no nimero
de neurdnios c-Fos* nas camadas supragranulares e camada granular (Figura 19).
Esse padrdo de reorganizacdo dos circuitos laminares nas areas sensoriais primarias
do rato adulto em decorréncia da enucleacdo binocular reflete o rearranjo funcional
para compensacdo da perda sensorial restrita & modalidade visual. Como o rato
(Rattus novergicus) € um animal de habitos noturnos, cujo comportamento depende
bastante da funcdo somestésica, 0s rearranjos compensatérios cruzados sdo mais
evidentes no cortex primario associado com essa modalidade. O aumento no nimero

de neurénios c-Fos* na camadas granular e infragranulares provavelmente reflete um
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reforco nas conexbes com nucleos talamicos envolvidos com o processamento de
informacdes somestésicas. A participacdo do cortex auditivo na compensacao
funcional em decorréncia da perda dos aferentes visuais parece ser secundaria, tendo
em vista o padrdo laminar dos rearranjos nos circuitos desta é&rea sensorial
demostrado em nossos resultados.

Para verificar com mais detalhes o padréo diferencial de rearranjo de circuitos
dependente de privacdo sensorial, um grupo de animais foi enucleado e
vibrissectomizado bilateralmente. Os resultados demonstram uma diminuicdo
substancial no nimero de neurbnios c-Fos*™ nas camadas supragranulares do coértex
visual, concomitante a uma diminuicdo no nimero de neurbnios c-Fos* nas camadas
infragranulares. Também ocorre uma diminuicdo substancial no nimero de neurdnios
c-Fos* nas camadas supragranulares do cértex somestésico, mas nenhuma diferenca
siginifcativa nas camadas corticais de cOrtex auditivo. Os resultados com privagdo
simultdanea de duas modalidades sugerem: 1) a deaferentacdo sensorial causa uma
gueda abrupta na atividade de neurbnios localizados nas camadas supragranulares
na area primaria afetada, normalmente associados com conexdes intercorticais com
outras areas; 2) a deaferentacao sensorial causa um aumento no numero de
neurbnios c-Fos* nas camadas granulares de areas sensoriais primarias ndo afetadas
diretamente pela deaferentacdo, provavelmente associado com o papel
compensatério assumido por essas areas; 3) Os perfis opostos de variacdo na
atividade de neurbnios localizados nas camadas supragranulares dos cortices
somestésico e auditivo apos deaferentacdo visual sugere que o perfil compensatério
dessas areas é diferente e, provavelmente, esté relacionado com o tipo de informacéo
sensorial processada em seus circuitos: tanto o cértex auditivo como cortex visual
processam informac¢des com origem alocéntrica, diferente do cortex somestésico que
processa sinais sensoriais idiocéntricos; 4) O SNC adulto mantém a capacidade de
reorganizacdo cruzada dos cortices sensoriais, e, este mecanismo pode refletir um

ajuste do SNC para compensar a falta da aferéncia sensorial periférica.
6.1 PLASTICIDADE DE MODALIDADE CRUZADA NO CORTEX VISUAL
6.1.1 Os Circuitos Neurais Intralaminares

Goel e colaboradores (2006) demostraram em camundongos que a privacao

visual por restricdo de luminosidade durante 7 dias aumentou a transmissdo sinaptica
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excitatéria mediada pelo receptor AMPA (AMPAR) no cértex visual primario (V1).
Entretanto, nesse mesmo trabalho, os autores mostraram nos coértices somestésico
primario (S1) e auditivo primario (Al) uma reducdo da transmissdo sinaptica
excitatoria (Goel et al, 2006). Em V1, o reforco nas sinapses excitatérias pode
contribuir para o processamento de inputs subilimiares de outras modalidades
sensoriais, como por exemplo, somestésica e auditiva, enquanto em S1 e Al a
dminuicdo nos niveis de excitacdo em circuitos intrinsecos contribui para aprimorar as
propriedades do campo receptor e refinar o processamento do impulso sensorial em
curso (Goel et al., 2006). O desequilibrio na relacdo excitatacao/inibicdo causada pela
privagdo sensorial parece proporcionar um ambiente favoravel & mudancgas sinapticas
nos circuitos do coértex visual (Sammons e Keck 2015) contribuindo para o
desmascaramento de aferentes provenientes de cortices vizinhos (Toldi, Rojik et al.
1994; Lam e Sherman 2010; Petrus, Rodriguez et al. 2015). Essas altera¢gbes no
equilibrio excitacdo/inibicao nos circuitos do cértex cerebral (Keck, Mrsic-Flogel et al.
2008; Desgent e Ptito 2012) podem explicar a reorganizacdo observada no cortex
visual em nosso trabalho, apos enucleacéao bilateral. Nossos resultados demonstram
que a enucleacdo bilateral reduziu significativamente o nimero de neurdnios c-Fos*
ativados nas camadas supragranulares (Figura 15 B). Essas camadas recebem
projecOes de feedback de outras areas visuais de processamentos superiores (e
também de outros cortices sensoriais) (De Pasquale e Sherman 2011), portanto, €
possivel que a ativagdo dos neurbnios c-Fos* nas camadas supragranulares do cortex
visual tenha sido em decorréncia do “desmascaramento” de conexdes cortico-corticais
laterais preexistentes das camadas I e Il que sdo formadas durante o
desenvolvimento e transportam informacdes de outras modalidades sensoriais, como
por exemplo, auditivas e/ou somestésicas, e sdo refinadas e fortalecidas em

condicbes de privacao sensorial (lurilli, Ghezzi etal. 2012; Lee e Whitt 2015).

6.1.2. Circuitos Neurais Subcorticais

Uma outra hipétese para ativacdo de neurbnios c-Fos* observada no cértex
visual dos ratos adultos bilateralmente enucleados em nosso trabalho pode ser em
decorréncia de mudangas no padrdo de projecao nas vias subcorticais apos privacao
sensorial (Toldi, Rojik et al. 1994; Karlen, Kahn et al. 2006; Mezzera e Lopez-Bendito

2016). O tdlamo é um importante centro de retransmissao aferentes de inputs
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provenientes da periferia sensorial e envia eferentes para o cortices sensoriais
primarios. Por exemplo, o nicleo geniculado lateral (NGL), o nucleo talamico relé
visual, retransmite 0s sinais visuais oriundo da retina para o coértex (V1); o nlcleo
geniculado medial (NGM) é o relé talamico “auditivo” que liga o coliculo inferior (IC) e
0 cortex auditivo primario (Al) e o nucleo ventral posterior — medial e lateral (VP) € o
relé taldamico “somestésico” que recebe sinais tateis e os transmite para o cortex
somestésico primario (S1) (Henschke, Noesselt et al. 2015). Os nossos resultados
com enucleagdo bilateral demonstraram um aumento compensatorio no nimero de
neurbnios c-Fos* na camada granular dos cortices sensoriais somestésico e auditivo
(Figuras 17 e 19 B), sugerindo uma maior atividade nas vias talamo-corticais para
essas regides. Nos experimentos com privagdo bi-modal, ocorreu um aumento (sem
significancia estatistica, entretanto) na camada granular do cértex auditivo, a Unica
area das 3 estudadas a permanecer com aferentes periféricos.

Além disso, o tadlamo também pode receber projecdes de feedback do cértex
cerebral através de proje¢cBes cortico-talamicas (Cudeiro e Sillito 2006; Lam e
Sherman 2010). Estudos morfologicos usando injecdo de neurorastreadores
retrogrados demonstraram a existéncia de nlcleos sensoriais talamicos que projetam
para doisou mais cortices sensoriais primarios (Henschke, Noesselt et al. 2015), além
da existéncia de uma rede de conexdes corticais interconectadas (Gamanut, Kennedy
et al. 2018). Em nossos resultados, o padrdo de ativacdo de neurbnios c-Fos* na
camada granular do cértex visual (Figura 21) sugere que a ativacao desses neurbnios
pode ser, pelo menos em parte, resultado da reorganizacdo das projecoes
provenientes de nucleos talamicos, como foi demonstrado em outros estudos (Qin e
Yu 2013; Henschke, Noesselt et al. 2015). Logo, é provavel que a neuroplasticidade
adaptativa observada nas camada granular apo6s 60 dias de enucleacdo bilateral no
cortex visual adulto em nosso trabalho, tenha sido, pelo menos em parte, decorréncia
do rearranjo das vias talamo-corticais que se projetam aos cortices sensoriais
primarios (Qin e Yu 2013; Henschke, Noesselt et al. 2015; Wang, Wu et al. 2017),
somado a reorganizagdo dos circuitos intralaminar nas camadas corticais (Chabot,
Robert et al. 2007; Petrus, Rodriguez et al. 2015).

Neste trabalho, ndo usamos neurotracadores para identificar rearranjos nas
vias de projecdo aferente e eferente para as areas afetadas (ver consideracfes
técnicas). Porém, o padrao de ativacdo dos neurdnios c-Fos* nas camadas corticais

apresentados corrobora os achados de outros trabalhos (Bavelier e Neville 2002;
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Piche, Chabot et al. 2007) que demonstraram ativacdo de neurbnios c-Fos* no cortex

visual ap0s privacao visual bilateral (Wang, Wu et al. 2017; Pereira, Freire et al. 2018).
6.1.3 Circuitos neurais cortico-corticais

Um outro mecanismo, sem excluir os outros ja citados acima, que também
pode estar envolvido nas mudancas plasticas de modalidade cruzada observadas em
nosso trabalho sédo as modificacdes que ocorrem no circuitos cortico-corticais apos
privagao sensorial.

Quando ocorre a perda do input da periferia sensorial (como na cegueira ou
surdez, por exemplo), as modalidades sensoriais “intactas” que ndo perderam a
aferéncia sensorial podem fortalecer suas conexdes para compensar a perda
sensorial, bem como recrutar os neurdnios das areas que perderam a aferéncia para
o processamento de informac¢des de outras modaliades sensoriais (Goel, Jiang et al.
2006; Nys, Scheyltiens et al. 2015). Esse fenbmeno demonstra que os cOrtices
sensoriais primarios ndo funcionam isoladamente, mas sao influenciados por outros
cortices (com diferentes fungbes sensoriais, motoras e/ou cognitivas) e recebem
aferéncias de outras areas do sistema nervoso central (Ghazanfar e Schroeder 2006;
Henschke, Noesselt et al. 2015).

Essa hipotese é reforcada por um estudo recente envolvendo privacao
sensorial bilateral auditiva (surdez experimental) em ratos adultos (Pernial et al.,
2017). Neste estudo, os autores demonstraram aumento significativo no nimero total
de neurénios c-Fos* nas camadas supragranulares I, ll, camada granular e camada
infragranular VI do cortex visual dos ratos surdos. Ao mesmo tempo, neurbnios do
cortex auditivo destes ratos também foram ativados para processamento da
informagao sensorial (Pernia, Estevez et al. 2017).

Os nossos resultados corroboram achados de outros trabalhos que
demostraram que, apos enucleagao bilateral, os neurénios do cértex visual adulto sdo
recrutados para o processamento de informacdes sensorias de outras modaliades
sensoriais, constituindo assim, um dos substrato para a neuroplasticidade de
modalidade cruzada (Piche, Chabot etal. 2007; Van Brussel, Gerits et al. 2011; Pernia,
Estevez et al. 2017; Wang, Wu et al. 2017). Entretanto, mais estudos necessitam ser

realizados para identificar as implicacdes fisioldgicas e funcionais destes achados.
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6.2 PLASTICIDADE DE MODALIDADE CRUZADA NOS CORTICES SOMESTESICO
E AUDIT\VO

A plasticidade de modalidade cruzada demonstrada em nossos resultados
permite-nos assumir que o cortex somestésico e/ou o cértex auditivo podem estar
recrutando 0s neurdnios c-Fos* do cortex visual (Figura 14 e 15 B) para
processamento de informagdo sensorial, como mostrou Chabot e colaboradores
(2007) em um trabalho de privacdo visual. Nesse trabalho os autores mostraram que
neurbnios c-Fos* foram ativados nas camadas supragranulares e granular do cortex
visual dos camundongos enucleados bilateral e na camada granular de camundongos
mutantes ZRDCT (anafitdlmico), bem como em todas as camadas do cértex auditivo.

Essa neuroplasticidade de modalidade cruzada, onde a area cortical cerebral
associada a modalidade sensorial deaferentada passa a responder a estimulos
associados as modalidades sensoriais remanescentes pode refletir um ajuste do SN
para compensar a falta da aferéncia sensorial periférica (Bavelier e Neville 2002), e
vem sendo confirmada por varios trabalhos.

Recentemente, Pernia e colaboradores (2017) demonstraram em ratos adultos
gue apos 90 dias de privacdo auditiva bilateral, houve ativacdo de neurbnios c-Fos*
no cortex deaferentado (auditivo) e um aumento no nimero total de neurbnios c-Fos*
imunomarcados em todas as camadas do cortex aferentado (visual). Em nosso
trabalho, os resultados também demostraram ativacao de neurdnios c-Fos* no cortex
deaferentado (visual) (Figura 14) e um aumento no nuimero de neurbnios c-Fos*
ativados nas camadas dos cortices aferentados (Figuras 16 e 18). Entretanto,
diferente do trabalho de Pernia e colaboradores (2017), que quantificou o nimero de
neurdbnios c-Fos* apenas no coOrtex sensorial aferentado (visual), em nosso trabalho
guantificamos o nimero de neurdnios c-Fos*em dois cértices sensoriais aferentados
(somestésico e auditivo) e demonstramos que houve uma reducdo no nimero de
neurbnios c-Fos* nas camadas supragranulares do coértex aferentado (somestésico)
dos ratos enucleados (Figura 17 B). Essa reducédo nas camadas supragranulares do
cOrtex somestésico pode ser em consequéncia da redugdo da transmissdo sinaptica
excitatéria mediada pelo receptor AMPA (AMPAR) da camada granular para as
camadas supragranulares, como mostrou Nakajima e colaboradores (2016). em
células do PMBSF de ratos ap0s privagao visual. Em nosso trabalho, o cortex auditivo

dos animais enucelados, os resultados mostraram aumento no nimero de neurdbnios
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c-Fos* nas camadas supragranulares e granular (Figura 19 B) que pode ser devido ao
fortalecimento sinaptico das aferéncias tdlamo-corticais para camada granular de Al
(Petrus, Isaiah et al. 2014) somado ao refinamento e fortalecimento das conexdes
entre a camada granular e as camadas supragranulares do cortex auditivo primario
(Lee e Whitt 2015; Meng, Kao et al. 2015).

Os ajustes sinapticos em conexdes intercorticais ndo € necessariamente o
anico mecanismo para compensacao sensorial frente a falta da aferéncia sensorial
periférica. A compensacao pode envolver uma combina¢éo de recrutamento do cortex
deaferentado pelos coértices sensoriais aferentados e a reorganizacado de estruturas

corticais e subcorticais associadas com os cortices sensoriais aferentados.

6.3 PLASTICIDADE DE MODALIDADE CRUZADA COM PRIVACAO DE DUAS
MODALIDADES SENSORIAIS.

Os nossos resultados demonstram que apds privacdo visual bilateral os
circuitos do cortex visual de animais adultos passa por modificacdes plasticas,
demonstrada pela ativacao de neurdnios c-Fos* nas camadas do cértex visual mesmo
apos fechamento do periodo critico de neuroplasticidade. A hipétese é que essas
modificacbes compensatorias decorrem pelo menos em parte de modificacbes
sinapticas em aferentes intercorticais provenientes de areas sensoriais associadas
com outras modalidades. Estudos anteriores com privacao visual em ratos neonatos
demonstraram expansdo na representacdo das vibrissas mistaciais no cortex
somestésico (Toldi, Farkas et al. 1994; Thinus-Blanc e Gaunet 1997) provocando um
aumento compensatoério do papel do sistema somestésico na percep¢do sensorial. A
questdo a ser respondida agora é: ao eliminar também os inputs da modalidade
somestésica, 0 que ocorre na reorganizacdo do coértex visual privado de aferentes
sensoriais?

Para isto, combinamos a privacéo visual bilateral com a inativacdo de uma
segunda modalidade sensorial, retirando por cauterizacdo todas as vibrissas de
ambos os lados face dos animais enucleados. As vibrissas sdo érgaos tateis muito
importantes no comportamento de roedores e séo utilizados da mesma maneira que
os dedos de humanos para localizacdo espacial e identificacdo de objetos. Nossos
resultados demostraram ativacdo de neurdnios c-Fos™ em todas as camadas dos

cortex visual ap0s privacdo simultdnea de duas modalidades sensoriais (Figura 21 B).
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O padrao de marcacao evidenciado nas camadas do cortex visual pode ser
consequéncia de modificacdes estruturais das projecfes talamo-corticais para o
cortex visual, uma vez que a camada granular é o alvo primario das projecdes oriunda
dos nucleos talamicos visuais. Estudos anatdbmicos dao suporte a esta hipotese
gquando demonstram a existéncia de nucleos sensoriais talamicos que se projetam
para dois ou mais cortices sensorias primarios (Henschke, Noesselt et al. 2015).
Portanto, a ativacdo dos neurdnios c-Fos*na camada granular do cértex visual apos
privacdo de duas modalidades pode ser, pelo menos em parte, em decorréncia da

reorganizacdo das projecdes provenientes desses nucleos talamicos.
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6.4 CONSIDERACOES TECNICAS

Os estudos modernos de plasticidade cruzada iniciaram na década de 1970,
quando foi demonstrado em gatos surdos congénitos que neurdnios do cértex auditivo
eram ativados por estimulos visuais e somestésicos (Rebillard et al., 1977). De la até
os dias atuais, varios outros estudos foram realizados em diferentes modelos
experimentais para compreender 0os mecanisnos que podem estar atuando para
neuroplasticidade adulta, camundongo (Petrus, Rodriguez et al. 2015); rato (Pernia,
Estevez et al. 2017); hamster (Izraeli, Koay et al. 2002); gerbil (Henschke, Noesselt et
al. 2015); gato (Clemo, Lomber et al. 2016); macaco (Wang, Wu et al. 2017); humano
(Sadato, Pascual-Leone et al. 1996). Entretanto, ainda existem controvérsias em
relacdo aos mecanismos que desencadeiam essas mudancas plasticas no SNC. Isso
se deve, em parte, a utilizacdo de modelos experimentais distintos e/ou ao estagio do
desenvolvimento do animal quando € submetido a perda sensorial e/ou aos diferentes
paradigmas de privacéo sensorial.

Neste projeto buscamos investigar quais os efeitos da privacdo sensorial
bilateral de duas modalidades sensoriais na neuroplasticidade cruzada apés periodo
critico de plasticidade nos cortices sensoriais visual, somestésico e auditivo. Para isto,
realizamos a privacdo sensorial bilateral (visual e somestésica), fazendo transecc¢ao
do nervo éptico e retirando por cauterizacdo todas as vibrissas mistaciais face dos
animais em P90. Posteriormente realizamos a imunohistoquimica para gene imediato
c-Fos, uma técnica imunohistoquimica muito utilizada em estudo de neuroplasticidade
cortical (Piche, Chabot et al. 2007; Pernia, Estevez etal. 2017; Wang, Wu et al. 2017)

Nosso projeto € pioneiro, porque é o primeiro estudo que busca identificar os
mecanismos subjacentes da neuroplasticidade de modalidade cruzada nos trés
cortices sensoriais visual, somestésico e auditivo adulto e associando duas técnicas
de privacdo sensorial experimental (enucleacdo por transeccdo do nervo oOptico e
vibrissectomia das vibrissas da face). As técnicas de privacdo sensorial utilizadas no
presente estudo eliminam toda atividade espontanea dos receptores periféricos e sao
bastante utilizados em estudos de neuroplasticidade cruzada (Van Brussel, Gerits et
al. 2011; Nys, Aerts et al. 2014; Nys, Scheyitiens etal. 2015; Wang, Wu et al. 2017).

Uma limitagéo técnica do nosso trabalho € que os efeitos funcionais da privacao
sensorial foram estudados de forma indireta, através da imunohistoquimica para o

gene imediato c-Fos, que apresenta inlmeras vantagens como marcador neuronal e
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atualmente vem sendo bastante utilizada em estudos de plasticidade (Piche, Chabot
et al. 2007; Pernia, Estevez et al. 2017; Wang, Wu et al. 2017). A marcagéao
imunohistoquimica com genes imediatos reflete a atividade imediata de um neurdnio
a um evento sensorial ou motor (Van Der Gucht, Vandenbussche et al. 2000).
Entretanto, € importante confirmar os resultados apresentados neste trabalho
utiizando outras técnicas de avaliacdo da atividade neuronal, como o registro
eletrofisiolégico com eletrodos intracorticais.

A continuacdo do projeto serd a realizacdo de injecdes de neurorastreadores
anterogrados nos cortices sensoriais para identificar a localizacdo exata dos corpos
celulares dos neurdnios que estédo se projetando aos cértices sensoriais, bem como,
investigar como as estruturas subcorticais estdo organizadas em animais
deaferentados bi-modais e, através de experimentos comportamentais, examinar

como esta reorganizacao afeta fungbes comportamentais especfficas.
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7 CONCLUSAO

A privacdo sensorial bilateral visual altera o numero total de neurbnios c-Fos*
no cortex visual, ndo altera o numero total de neurbnios c-Fos* no cortex somestésico
e aumenta o numero total de neurdnios c-Fos* no cortex auditivo. A privagéo visual
bilateral induz arranjos compensatérios no cortex auditivo. Ambos cértices sensoriais
(visual e auditivo) sdo importantes para estratégias de navegacao alotética, baseada
em pistas sensoriais oriundas de fontes externas ao animal.

A privacdo sensorial simultdnea de duas modalidades (visual e somestésica)
bilateral altera o nimero total de neurbnios c-Fos* no cOrtex visual, ndo altera o
nimero total de neurénios c-Fos* no coértices somestésico e auditivo. A privacao de
duas modalidades ndo induz rearranjo compensatorio no cortex auditivo.
Provavelmente, issodecorre da necessidade de otimizar os recursos metabdlicos para
priorizar 0S rearranjos plasticos necessarios para a compensacdo somestésica
intrinseca decorrente da perda das aferéncias das vibrissas através do uso de outros
sensores somestésicos espalhados pelo corpo (digitos, face, etc.).

A privacdo sensorial bilateral de uma modalidade sensorial: 1) diminui o
nimero total de neurbnios c-Fos* nas camadas supragranulares dos cortices visual e
somestésico, 2) ndo altera o nimero de neurdnios na camada granular do cortex visual
e nas camadas infragranulares do cortices visual e auditivo, 3) aumenta o nimero de
neurbnios nas camadas supragranulares do cértex auditivo, na camada granular dos
cortices somestésico e auditivo e nas camadas infragranulares do cOrtex somestésico.

A privacdo sensorial bilateral de duas modalidades sensoriais: 1) diminui o
nimero total de neurbnios c-Fos* nas camadas supragranulares dos cortices visual e
somestésico e também nas camadas infragranulares do cértex visual, 2) ndo altera o
0 numero de neurénios nas camadas supragranulares do coOrtex auditivo, na camada
granular dos coértices visual, somestésico e auditivo, e também nas camadas
infragranulares dos cortices somestésico e auditivo.

Possivelmente, essas alteracdes intralaminares no nimero total de neurdnios
c-Fos* decorre de rearranjos locais estruturais (sinapses) e moleculares (PGSC,
BDNF, NGF, GDNF, parvaloumina, GAD65) nas camadas corticais que coorrem apos

privacdo sensorial no SNC adulto.
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