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RESUMO

Mecanismos de defesa em primatas dependem do reconhecimento rapido de
potenciais predadores e pistas sociais de coespecificos como expressodes faciais de
emocao. O complexo amigdaloide (AM) é considerado o centro da circuitaria neural
responsavel pela deteccdo de ameacga. Apesar de ser essencial no processamento
de estimulos emocionais, a AM parece nao estar envolvida nas primeiras etapas
deste processo. Varias linhas de investigacdo vém recentemente indicando que a via
coliculo-pulvinar pode preencher essa lacuna, especialmente durante a infancia.
Para avaliar a contribuicdo de ambas estruturas (coliculo superior e pulvinar) no
processamento de estimulos relevantes para sobrevivéncia, o presente trabalho
divide-se em dois estudos. No primeiro estudo, a atividade elétrica individual de
neurénios do pulvinar foi registrada durante o reconhecimento de faces emocionais
em uma tarefa de escolha diferente do modelo. Nesta tarefa, foram utilizadas faces
com diferentes expressées emocionais (tristeza, raiva, alegre, surpresa e neutra),
além de figuras geométricas simples como controle de estimulo. De um total de 184
neurdnios registrados das regides lateral e medial do pulvinar de dois macacos
japoneses (Macaca fuscata), 22% respondiam a estimulos visuais. Os resultados
indicam que 43,9% destes “neurdnios visuais” responderam diferencialmente a
expressdes emocionais de faces. A laténcia das respostas neuronais no pulvinar
variou largamente: o inicio de disparos para 16 neurdnios (39,0%) ocorreu antes de
100 ms, ao passo que, para 13 neurdnios (31,7%), ocorreu depois de 300 ms. Essa
distribuicdo variada de laténcias sugere que os neurbnios do pulvinar intermediam
conexdes intracorticais assim como uma via subcortical mais rapida para a AM. No
segundo estudo, filhotes de macaco-prego (Cebus spp.) foram submetidos a lesao
neurotoxica bilateral do coliculo superior. O comportamento social deles foi avaliado
no proprio viveiro (comportamento espontaneo), assim como em dois testes sociais:
dominancia social e interacdo com adultos estranhos. Eles também foram testados
em um paradigma de conflito ameaca-recompensa em que uma recompensa

(comida) foi apresentada junto com um estimulo de ameaca (modelo de serpente de



borracha). Os resultados dos testes comportamentais sugerem que a lesdo no
coliculo superior ndo altera os niveis de interacdo social. Entretanto os animais
lesados mostraram uma clara desinibicdo comportamental em relagdo a serpente.
Falta de inibicdo nesta tarefa foi observada até um ano apds o primeiro teste. Esse
duradouro déficit de reconhecimento de um predador natural é similar ao aspecto de
docilidade da Sindrome de Kliver-Bucy e indica um papel importante do coliculo
superior no reconhecimento de ameacas. Em conjunto, os resultados dos dois
estudos sugerem que a via coliculo-pulvinar exerce um papel importante no
processamento de estimulos relevantes para a sobrevivéncia, sejam pistas sociais

e/ou estimulos de ameaca.

Palavras-chave: Pulvinar, Coliculo Superior, Ameaca, Cogni¢cao Social, Primatas

nao-humanos.



ABSTRACT

Defense mechanisms in primates rely on the fast recognition of potential predators
and social cues of conspecifics such as facial expressions of emotions. The neural
circuitry responsible for the detection of threat is generally thought to be centered on
the amygdala. Although it is a pivotal structure in the processing of emotional stimuli,
the amygdala does not seem necessary for the early stages of this process.
Converging findings from several lines of investigation have been pointing to the
colliculo-pulvinar pathway as a possible candidate to fill in this gap, especially during
infancy. To evaluate the contribution of both structures (superior colliculus and
pulvinar) to the processing of survival-relevant stimuli, the present work is divided
into two studies. In the first study, we recorded single-unit activity of pulvinar neurons
in two japanese monkeys (Macaca fuscata) during recognition of emotional faces in a
delayed non-match-to-sample (DNMS) task, using human face stimuli with differing
emotional expressions (sad, angry, happy, surprised and neutral) and simple
geometric pattern control figures. From a total of 184 single neurons sampled from
lateral and medial pulvinar, 22% were “visually responsive”. The results thus indicate
that 43.9% of the visually responsive pulvinar neurons differentially responded to the
emotional expressions of human faces. Response latencies of the pulvinar neurons
to these facial stimuli ranged very widely; firing onsets for 16 (39.0%, 16/41) neurons
were shorter than 100 ms, while for 13 (31.7%, 13/41) it was greater than 300 ms.
This wide distribution of response latencies in pulvinar neurons suggests that
pulvinar neurons might mediate intracortical connections as well as the fast
subcortical pathway to the amygdala. In the second study, infant capuchin monkeys
(Cebus spp.) were submitted to bilateral neurotoxic lesion of the superior colliculus.
Their social behavior was analyzed in their home cage (spontaneous behavior) as
well as in two social tests: social dominance and interaction with strange adults. They
were also tested in a threat-reward conflict test where food reward was presented
with a threatening stimulus (rubber snake). Results from social behavioral tests

suggest that superior colliculus lesion does not affect spontaneous social interaction.



Nevertheless, lesioned monkeys were uninhibited by a snake in a food-reward
retrieval task. Lack of inhibition in the task was observed over the course of one year.
The long lasting recognition impairment of a natural predator observed here is similar
to the tameness aspects of Kliver-Bucy syndrome, indicating an important role of
this structure in threat recognition. Taken together, results from both studies indicate
that the colliculo-pulvinar pathway plays an important role in the processing of

survival-relevant stimuli, either social cues and/or threatening stimuli.

Keywords: Pulvinar, Superior Colliculus, Threat, Social Cognition, Non-human

primates
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1 INTRODUGAO GERAL

As relagdes sociais mantidas em sociedades humanas sdo em grande parte
regidas pela nossa capacidade de interagir com outros membros de nossa espécie.
Em outras palavras, a cognicado social de cada individuo reflete quao bem este se
adequa ao seu meio social. Nesse sentido, primatas n&o-humanos mantém
marcantes similaridades com humanos. Em sua maioria, macacos se organizam em
familias e grupos, e desses dependem para protecao, alimentacao e reproducgao (1,
2). E da capacidade de se relacionar com seus pares que depende, portanto, a
prépria sobrevivéncia do individuo.

O desenvolvimento das espécies primatas (assim como todos os mamiferos)
€ um processo que principia desde a fusdo do 6vulo com o espermatozoide e
continua até a morte do individuo. A gestagao, infancia, adolescéncia, idade adulta e
envelhecimento sdo as fases naturais do desenvolvimento (3). Apesar de os estudos
sobre o desenvolvimento serem mais facilmente executados poés-parto, varias
caracteristicas biologicas e psicolégicas ja podem ser influenciadas pelo ambiente
mesmo durante o desenvolvimento intrauterino (eg. 4). Nao obstante, os processos
mais criticos para o desenvolvimento cognitivo e emocional ocorrem na infancia (5).
E nesta fase onde se ddo as primeiras interacdes sociais e afetivas. De uma forma
geral, todos os primatas formam grupos e/ou estruturas sociais relativamente
estaveis (2). Tais grupos sao estabelecidos com estruturas hierarquicas que sao
mantidas a partir da interagdo social entre os membros deste grupo. Assim, o
estabelecimento dos lagos sociais na infancia € fundamental para futura insercdo do
individuo no grupo (6).

Apos o parto, estruturas neuroldgicas importantes para o desenvolvimento da
emocao e cognigcao social ainda nao estdo completamente consolidadas em
primatas (7-10). Varias estruturas s6 adquirem a sua forma e as conexdes finais
depois de alguns meses de vida. O intervalo necessario para isso varia entre as
espécies, mas fica claro que as primeiras experiéncias, na infancia, podem moldar
significativamente a formagao cognitivo-emocional do individuo. Por essa razéo, o
estudo dos processos desenvolvimentais durante os primeiros anos ou meses de

vida pode gerar pistas para o entendimento da habilidade social e emocional na vida
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adulta. Desvendar os fatores que influenciam o desenvolvimento da cognicéo social
na infancia permite gerar técnicas e intervengbes que favorecam esse
desenvolvimento assim como ajuda a tratar desordens ou disturbios relacionados a
ele.

O presente estudo pretende avancar o conhecimento neurofisiolégico acerca
da inter-relagdo da cognicao social, emo¢des e mecanismos de defesa. O enfoque
sera dado aqui a duas estruturas subcorticais tradicionalmente relacionadas com
atencao a estimulos visuais, a saber: o coliculo superior (CS) e o nucleo pulvinar do
talamo (PUL). Estas mantém forte conexdo com o complexo amigdaloide, ou
amigdala (AM; 11), reconhecida como crucial centro de processamento emocional
do cérebro. Apesar de nio ser alvo dos experimentos inclusos neste estudo, a AM e
sua inter-relacdo com as estruturas de interesse e com os demais elementos dos
circuitos de emocao e defesa do cérebro sao parte inerente aos resultados aqui
visados. Faz-se necessario portanto um preambulo discutindo os dados publicados
na literatura cientifica internacional que implicam tanto a AM quanto o CS e PUL na

regulacado das emogdes e cogni¢cao social de primatas.

1.1 O FUNCIONAMENTO DA AMIGDALA NO RECONHECIMENTO DAS
EMOCOES E DE AMEACAS

Esta bem estabelecido o papel crucial da AM no processamento das emocgdes
(12-16). A AM foi, ao longo de muitos anos, consistentemente relacionada com a
regulacédo das emocgdes, sobretudo medo e ansiedade por diversas técnicas: lesao e
técnicas de neuroimagem (12, 17-20). Além disso, esta estrutura comecou a ser
relacionada também no reconhecimento de emogdes (21-23). O trabalho de Phelps
e colaboradores (23) mostra a atividade da AM frente a estimulos de faces de medo
sem haver percepgao consciente do estimulo. Sujeitos humanos foram submetidos a
uma sessao de ressonancia magnética funcional em que eles foram instruidos sobre
o aparecimento de um estimulo que levaria a uma situagdo aversiva (choque
elétrico) e outro neutro. A atividade da AM esquerda face ao estimulo de ameaca foi
correlacionada com a resposta galvanica da pele antes mesmo da percepgao do

paciente de que estimulo estava sendo mostrado (0 que configura o denominado
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blindsight). Isto evidencia uma funcdo da estrutura intimamente ligada ao
processamento rapido (inconsciente) de informagdes socialmente relevantes.

A rapida detecgao de estimulos potencialmente perigosos ou de ameacga, como
predadores ou faces emocionais, também parece estar centrada na atividade
amigdalar (24). Entretanto dados recentes indicam que a atencgao a tais estimulos e
o processamento imediato dessas informagdes precedem a ativagao amigdalar (25,
26). Face a tais resultados, a AM teria uma papel de modulacédo do reconhecimento
ou detecgao deste tipo de estimulo. A AM recebe inumeras aferéncias de areas
corticais sensoriais multimodais, além de estabelecer contato com areas corticais e
subcorticais envolvidas na preparacdo de comportamento motor, regulagao
autondémica e visceral, e ainda de areas responsaveis por atividades cognitivas
avancadas (6, 27, 28). Nao por acaso, a lesdo do complexo amigdalar em primatas
ja foi proposta como modelo ndo-humano de autismo (para revisdo, ver 6). Os
achados desse tipo de modelo indicam que o comportamento social de primatas é
regulado por um sistema complexo em que a AM, além do coértex orbito-frontal,
desempenham um papel fundamental. Dados também apontam para a existéncia de
periodos criticos no desenvolvimento de primatas e que coincidem com a maturagao
da AM (6). Assim, pode-se dizer que a AM é um importante centro de integracao e
modulacao de informacgdes relevantes a sobrevivéncia, incluindo estimulos socio-

emocionais.

1.2 VIA COLICULO-PULVINAR

Dados recentes oriundos de pesquisas envolvendo outras regides do cérebro
comegam a apontar para um circuito neural subcortical que transmitiria os estimulos
sociais e emocionais para a AM. A Figura 1 ilustra esta rota neural para o
processamento destes estimulos que envolve o CS, o nucleo pulvinar do talamo e a
AM. (11, 29-32).
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Figura 1. Esquema de conexdes da via coliculo-pulvinar; eferéncia da retina projetada para o coliculo
superior, pulvinar e, por fim, a amigdala.
Fonte: Open University Israel (modificado).

Demonstrou-se que o PUL inferior € o grande alvo das proje¢cdes do CS em
macacos (31, 33). Demonstrou-se também que a AM recebe uma aferéncia
substancial do PUL medial (11). Entretanto, somente mais recentemente alguns
estudos tém relacionado a atividade do CS e PUL na resolugao de situagdes
emocionais criticas que requerem uma resposta rapida. Ward et al. (34) sugeriram
que a via coliculo-pulvinar prové uma rota de informagdes rapidas e brutas (i.e. nao
refinadas) para estimulos emocionais. No estudo destes pesquisadores, um paciente
com lesdo no PUL esquerdo mostrou respostas mais lentas em relagdo a estimulos
visuais de ameaca, ressaltando a importéncia do PUL no processamento rapido de
estimulos emocionais. Nessa mesma linha, a ativacdo da AM mostrou-se estar
diretamente relacionada com a ativagdo da via coliculo-pulvinar durante o
processamento inicial de faces emocionais (35, 36). Vuilleumier et al. (37)
demonstraram que padrées de baixa frequéncia desses estimulos sociais

(expressodes faciais de emocgao) preferencialmente ativam a via coliculo-pulvinar.
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Isso confirma o papel desta via, operando com informagdes brutas.

Um dado de extrema importancia para o estudo do autismo, entretanto, € o
fato desta rota neural ter sido relacionada ao processamento e identificagcao de faces
familiares e ao processamento e reconhecimento de faces emocionais (34, 38, 39).
Desordens do espectro autistico acarretam drastica deficiéncia no contato visual
social. Isto € comumente evidenciado pela reducdo do contato visual dos pacientes
com outras pessoas e reduzida capacidade de reconhecimento de emocgdes (40).
Esses sintomas podem ser ocasionados por falha ou disfungdo desta via coliculo-
pulvinar.

Uma das fungdes primarias do CS inicialmente encontradas nos estudos
neurocientificos foi o controle ocular. As camadas intermediarias e profundas do CS
estdo envolvidas na regulacdo dos movimentos sacadicos dos olhos e
direcionamento visual para estimulos salientes assim como comportamentos
defensivos (41-43). Mais recentemente ele vem sendo consistentemente implicado
na integracdo de estimulos audiovisuais (44-46). Gelder e colaboradores (47)
encontraram, em estudos de neuroimagem, uma ativacdo da AM e do CS
congruentes com a apresentacdo de estimulos audiovisuais. A ativagao neste
estudo também ocorreu antes da percepgcdo consciente do evento pelos
participantes. Além disso, o CS também ja foi implicado em processos de atencéo e
saliéncia de estimulos (48). Em outras palavras, o CS apresenta-se como uma
estrutura critica na integragao multissensorial, sobretudo de estimulos de maior valor
de sobrevivéncia, a saber: estimulos de ameacga, de comunicacéo social e valéncia
afetiva em geral. Como primeira estrutura a receber as informagdes da retina nesta
rota, o CS seria o primeiro estadio de processamento da informacado social.
Lembramos que o processamento de informacdes emocionais, sobretudo faces
emocionais, sao elementos fundamentais da cogni¢cdo social. Ainda somado ao
comprovado papel do CS na integracdo audiovisual (descrito acima), hipotetizamos
que o CS tem um grande peso no desenvolvimento social das emocgdes.

Recentemente o grupo do laboratério System Emotional Science da
Universidade Toyama, Japao, que trabalha em colaboragdo com o nosso laboratério,
tem investigado a atividade eletrofisiolégica, tanto da AM quanto do PUL de
macacos na cogni¢cao e emogdes. Nossos resultados demonstram um importante
papel da AM no processamento de faces, diregao de olhar e orientacdo da cabeca

(49, 50). Conforme mencionado acima, a fixagdo do olhar no rosto parece depender
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da ativacdo da AM e esta ativacao parece ser deficiente no autismo (51). Assim, ha
indicios eletrofisiolégicos substanciais para o envolvimento da via coliculo-pulvinar
em importantes caracteristicas do espectro autista. Entretanto, estudos utilizando
outras técnicas, como a lesdao dos corpos celulares desta regido, sao fundamentais

para determinar o papel do CS na génese fisiopatoldgica do autismo.

1.3 AUTISMO E DISTURBIOS DO DESENVOLVIMENTO

Entre as desordens do desenvolvimento, o autismo destaca-se como um
disturbio grave que afeta 73 em cada 10.000 criangas no mundo (52). Os sintomas
abarcam uma grande gama de comportamentos, incluindo prejuizos na interagao
social, linguagem, comunicacao e cognigao (40). Estes costumam persistir por toda
a vida do individuo. Os primeiros sintomas costumam surgir nos primeiros 3 anos de
idade (DSM-1V, 53), destacando-se aspectos emocionais da doenga. A etiologia do
autismo se mostra fortemente ligada a fatores genéticos, ainda que os mecanismos
de hereditariedade sejam muito complexos e estejam sujeitos a influéncias
ambientais (52).

Anomalias na conformagdao de varias estruturas cerebrais e suas
correspondentes alteragcbes comportamentais ja foram identificadas em pacientes
autistas. Anormalidades motoras foram correlacionadas com problemas de conexao
no tronco cerebral, talamo e nucleos da base (54-56). O tronco cerebral e cerebelo
especificamente foram também relacionados com as dificuldades de aprendizagem
comuns no disturbio (56, 57). Varios estudos também apontam para alteracbes em
estruturas do sistema limbico. Na AM e no hipocampo foram encontradas anomalias
no tamanho destas estruturas, mas tem havido grandes variagdes nos resultados.
Estas diferengas sao possivelmente resultado de diferengas nas técnicas utilizadas
por laboratorios distintos (para revisao, ver 58).

Um pouco mais consistentes sdo as observagbes de reducdo de massa e
metabolismo encontradas no giro do cingulo nos cérebros de autistas identificadas
em estudos post-mortem e em estudos utilizando a técnica de ressonancia
magnética funcional (59, 60). As dificuldades e prejuizos no processamento de faces

por individuos autistas tém sido correlacionadas com alteragdes no funcionamento
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do giro fusiforme (61-63). Apesar de um estudo mais recente ter demonstrado uma
ativagdo normal desta estrutura em autistas (64), Dalton e colaboradores (51)
demonstraram que menor ativagdo do giro fusiforme se da pela diminuigdo da
fixagdo do olhar. Esta alteracdo por sua vez estaria associada ao funcionamento da
AM. Ainda assim, mesmo sendo uma patologia essencialmente relacionada ao
funcionamento cerebral, ndo foi possivel definir inequivocamente um mecanismo e,
nem mesmo, um modelo que englobe todos aspectos patofisiolégicos do autismo.
Nao obstante, dados muito recentes apontam para a hipofungdo da AM e de uma de
suas vias aferentes em autistas adultos submetidos a testes de reconhecimento de
faces com emocgdes (65). A busca para se estabelecer as estruturas neurais
subjacentes a este disturbio € de grande importancia para, primeiro, se compreender
as bases e interacbes deste e, segundo, permitir melhores intervencdes e
tratamento.

E importante notar, contudo, que nem o presente trabalho, nem os trabalhos
aqui citados pretendem reduzir todo o espectro sindrémico de um disturbio tdo vasto
e global, como o autismo e a Sindrome de Rett, unicamente ao mau funcionamento
de uma estrutura ou uma via cerebral. A diversidade de sintomas e de perfis nestas
desordens coibem explicagbes simplistas como esta (66). Qualquer que seja a
etiologia do autismo, por exemplo, & provavel que sua caracterizacao fisiolégica
inclua uma complexa interagcdo entre estruturas cerebrais, fatores ambientais e
etapas do desenvolvimento. Nao obstante, a investigagdo controlada e isolada de
possiveis estruturas envolvidas nestes disturbios continua sendo um passo

importante para o entendimento e futura intervengao.

1.4 O USO DE PRIMATAS EM PESQUISAS

No presente trabalho, foram empregados dois géneros de primatas nao-
humanos: Cebus e Macaca. Ambos sao formados por macacos de médio porte que
apresentam grande capacidade cognitiva e vasto repertério comportamental, assim

como delineado abaixo.
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O macacos do género Cebus (macacos-prego; figura 2) tem sido alvo de
bastante interesse cientifico, especialmente nos ultimos anos, por ser composto de
animais de grande capacidade cognitiva. Recentes observagdes acerca da utilizagao
de ferramentas em habitat natural e em cativeiro aumentaram significativamente o
interesse cientifico por eles. E interessante notar entretanto que os primeiros relatos
de uso de ferramentas por macacos-prego tenham sido feitos ja ha alguns séculos
(para revisao, ver 2). Poucas espécies de primatas, além de humanos, sdo capazes
de utilizar objetos como ferramentas, entre eles: chimpanzés, orangotangos e
gorilas. Essa capacidade, portanto pode ser considerada um indicador de grande
capacidade cognitiva. Ela € também uma habilidade socialmente transmitida que
ocorre via interagao social, exigindo um repertério minimo de aprendizagem. Isso
sublinha a importancia do desenvolvimento das interagcdes sociais nesse género,
assim como na espécie humana. Além da utilizacdo de ferramentas, todo o género
Cebus apresenta um complexo repertério comportamental nas relagdes sociais com
interespecificos e membros de outras espécies. Nesse repertorio, também inclui-se
uma comunicagao social por meio de sons, gestos e, mais importante, expressdes

faciais (2, 67).

Figura 2. Exempla?‘de macaco do género Cebus. Foto de: Roy Fontaine, retirado de

http://pin.primate.wisc.edu/idp/
O género Macaca (Figura 3), por sua vez, ja é largamente empregado mundo

afora, ha varias décadas, como sujeito experimental em pesquisas biomédicas. A
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espécie de interesse para o presente estudo é a Macaca fuscata, conhecido como
macaco japonés. Ela guarda a maior similaridade filogenética com o macaco rhesus
(Macaca mulata) (68), que é provavelmente a mais utilizada em pesquisa entre toda
ordem dos primatas. Ambas apresentam, assim como macacos-prego, alto nivel
cognitivo observado na utilizacdo de ferramentas e na comunicagdo social por

expressoes faciais (69-71).

Figura 3. Exemplares de Macaca fuscata. Foto de: Alisha Eisert, retirado de
http://pin.primate.wisc.edu/idp/

Expressbes faciais sdao uma forma eficaz de sinalizagdo de estados
emocionais e intengdes. Esse tipo de comunicacdo nao-verbal € ubiqua entre
macacos de meédio porte do Velho e Novo Mundo, grandes primatas e humanos. Em
resumo, dados o repertério comportamental, as complexas relagdes sociais e
proximidade filogenética a espécie humana (72), os animais tanto do género Cebus
como Macaca sao excelentes sujeitos experimentais para o estudo do
desenvolvimento da cognigao social humana.

O estudo do desenvolvimento da cognicdo social é fundamental para o
entendimento de espécies sociais, como os seres humanos. Ademais o tratamento
de varias doengas que afetam o desenvolvimento social pode se beneficiar

enormemente dos resultados do presente trabalho. Enfermidades como Sindrome
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de Down, Sindrome de Rett e sobretudo Autismo prejudicam o estabelecimento de
relacdes sociais apropriadas entre os pacientes e familiares e amigos. Nesse tipo de
experimento, € imperativo o emprego de primatas ndo-humanos, uma vez que
somente as espécies desta ordem (e, em sentido estrito, apenas algumas delas)
exibem estrutura neuroldégica e complexidade comportamental similar aos de seres
humanos. Dada a grande proximidade filogenética, o género Cebus e Macaca
exibem um largo espectro de comportamentos e de interagdes sociais que permitem
transposigao dos resultados e conclusdes experimentais para a especie humana.

O estudo aqui descrito visa, além do proprio avango do conhecimento na
area, o estabelecimento de um modelo animal para disturbios sociais da infancia,
sobretudo Autismo e disturbios relacionados. Modelos animais em primatas como
este sdo fundamentais ndo s6 para o avango no conhecimento das bases neurais
dos transtornos mas também para as perspectivas de intervengdes e tratamento
destes. Resultados obtidos neste estudo poderdo ser comparados e transpostos
para pacientes humanos. Uma vez estabelecido o modelo, novas investigacdes
serao possiveis para alterar o quadro de deficiéncia em habilidades sociais via
medicamentos, reabilitacdo e tratamentos em geral. Se considerarmos a taxa de
prevaléncia deste disturbio (52), estima-se no pais uma populacdo em torno de
1.150.000 individuos com autismo e outros transtornos que fazem parte do Espectro
de Autismo, como a Sindrome de Asperger e a Sindrome de Rett. Desta forma, no
meédio e longo prazo, o presente estudo pode proporcionar um avango na qualidade
de vida destes pacientes e suas familias.

O estudo de desordens neuropsicoléogicas em humanos € limitado
severamente por questdes éticas, ndo obstante sua relevancia. O estabelecimento
de um modelo em primatas ndo-humanos permite avaliagbes e intervengdes mais
diretas, cujos resultados podem ser facilmente transpostos para seres humanos.
Infelizmente, tais modelos sido raros. A pesquisa cientifica com primatas nao-
humanos demanda maior empenho e paciéncia do que com outros animais e
depende de instalagbes fisicas adequadas. Como sera mostrado no decorrer do

presente trabalho, os dados que implicam a via coliculo-pulvinar na cognigao social
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e em fungdes que podem estar ligadas a desordens socio-desenvolvimentais sao
bastante recentes. Ha portanto uma larga gama de possibilidades abertas para
investigacao e avango nessa area.

Para investigar as duas estruturas da via coliculo-pulvinar, o presente
trabalho portanto foi dividido em dois estudos. A primeira parte compreende o
registro eletrofisioldgico da atividade de neurénios individuais no nucleo pulvinar do
talamo de macacos japoneses (Macaca fuscata) durante apresentagao de faces com
expressao de emocodes. Esta parte foi realizada no laboratério System Emotional
Science da Universidade de Toyama, Japao. Os dados referentes a esta parte foram
publicadas na revista Behavioural Brain Research (73; Ver apéndice D). A segunda
parte consistiu da avaliagdo comportamental dos efeitos da lesao bilateral, com
acido iboténico (IBO), do CS de macacos-prego (Cebus spp.) na génese dos
comportamentos sociais e de defesa. Esta parte foi realizada no Centro de
Primatologia da Universidade de Brasilia (CP-UnB) e parte dos dados ja foram

publicadas na revista Neuroscience Letters (Ver apéndice E).



Avaliacao da via coliculo-pulvinar Introducdo 23

Obijetivos Gerais:

- Estudo 1: Investigar o papel do nucleo pulvinar do talamo no processamento de
faces com expressdes de emocdo em macacos japoneses (Macaca fuscata)
empregando a técnica de registro eletrofisioldgico de neurdnios individuais;

- Estudo 2: Investigar o papel do CS na ontogénese da cogni¢ao social em primatas

nao-humanos (Cebus spp.) empregando a técnica de lesao bilateral exocitoxica.

Obijetivos especificos:

- Estudo 1-

- Registrar a atividade eletrofisioldgica individual de neurénios do nucleo pulvinar do
talamo durante a apresentacdo de faces com expressdes emocionais por meio de
eletrodos;

- Comparar a atividade destes neurdnios em relacédo a estimulos de faces e objetos
geométricos (controle);

- Comparar a atividade destes neurdnios em funcdo dos tipos de emocgao e da
identidade das faces apresentadas;

- Avaliar o tempo de reagdo dos neurbnios do nucleo pulvinar em relagdo ao

momento de apresentagcao dos estimulos.

- Estudo 2 -

- Avaliar e comparar o comportamento social espontaneo do grupo lesédo e controle
em cativeiro.
- Avaliar e comparar o comportamento dos animais do grupo lesdo e controle no

confronto com um coespecifico adulto estranho.
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- Avaliar e comparar o comportamento dos animais do grupo lesdo e controle em
situacao de disputa por alimento.
- Avaliar e comparar o comportamento dos animais do grupo lesdo e controle em

situagao de confronto com um predador.
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2 MATERIAIS E METODOS (ESTUDO 1 - REGISTRO DA ATIVIDADE DE
NEURONIOS DO NUCLEO PULVINAR FRENTE A APRESENTAGAO DE FACES
EMOCIONAIS)

2.1 SUJEITOS

Dois macacos japoneses (Macaca fuscata) pesando entre 4.5 e 5.0 kg foram
empregados. Eles foram mantidos em viveiros individuais e supridos com ragao ad
libitum especifica para esta espécie. Durante o periodo de treino e coleta de dados,
os sujeitos foram privados de agua no proprio viveiro e obtinham agua, suco ou
outros liquidos somente como reforgo nos procedimentos experimentais diarios. Este
estudo foi realizado sob os principios éticos do NIH Standards for Treatment of
Laboratory Animals e do Guia para Uso de animais de laboratério da Universidade
de Toyama (2003).

Durante as sessdes de registro, o sujeito era mantido em uma cadeira de
restricdo de acrilico e tinha a cabecga fixada, de forma indolor, a um aparato
estereotaxico via um implante cirurgico (descrito no topico Cirurgia). O animal foi
treinado a executar uma tarefa de escolha diferente do modelo, com atraso (EDMA).
Neste paradigma, o animal deveria pressionar um botdo preso a cadeira de restricao
em resposta a apresentagao de figuras em um monitor de computador. Os estimulos
empregados consistiam em 6 expressdes de emocéao (raiva com boca aberta, raiva
com boca fechada, sorriso com boca aberta, sorriso com boca fechada, triste,
surpresa e neutro) tiradas de 4 diferentes modelos adultos humanos (Fig. 4A). Além
destes, foram empregados 4 padrbes geométricos simples como controle de
estimulos (Fig. 4B).

Para cada tentativa do EDMA, eram utilizados um par de figuras como
amostra e alvo e ambas eram selecionadas de um mesmo modelo (mesma
identidade). Os animais foram treinados por modelagem durante varios meses até
alcangarem o critério de acerto (> 90%) em todas as tentativas por mais de 3 dias
consecutivos. Os estimulos utilizados durante o experimento foram os mesmos da
fase final de treino. As primeiras etapas de modelagem do treino incluiram somente

figuras geométricas simples e, conforme a proficiéncia na tarefa ia aumentando,
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estimulos faciais foram sendo incluidos. As imagens dos modelos M01 e MO02,
mostradas na Figura 4A, foram extraidas de fotos dos experimentadores de cada
sujeito. Estes eram os unicos experimentadores e tratadores dos respectivos
sujeitos durante todo o periodo de treino e coleta de dados. As imagens destes
modelos foram definidas como estimulos familiares para os respectivos animais, ao
passo que as restantes foram definidas como nao-familiares. E importante notar que
as figuras de modelos familiares e nao-familiares foram apresentadas o mesmo
numero de vezes durante treino e teste. A Unica diferenca entre elas era a interagao
direta e diaria dos modelos com os animais. Um estudo prévio mostrou que
respostas de neurbnios amigdalares eram moduladas por esse parametro
(familiaridade baseada em interagao diaria; 49).

Os estimulos foram apresentados por um Power Macintosh G3 com um
monitor de 19 polegadas. Sinais TTL (event flags) para o inicio de apresentacao de
cada estimulo, para pressao do botdo e para liberagcao de reforgo, eram enviados
para o sistema de registro (abaixo). A sequéncia de EDMA (Fig. 2C), usando as
expressodes faciais ou figuras geométricas, consistia dos seguintes passos: apos o
toque de 1000 ms de uma campainha, uma cruz de fixagao branca era apresentada
no monitor por 1000 ms e depois seguida de um estimulo amostra apresentado por
500 ms. A amostra (ap6s a cruz de fixacdo) era apresentada de 1 a 3 vezes
(aleatoriamente determinado) e, apds a ultima cruz de fixagdo, a figura-alvo
(diferente da amostra) era apresentada também por 500 ms. A partir da
apresentagcao do alvo, o sujeito teria 2000 ms para apertar o botdo acoplado a
cadeira de restricao para receber a recompensa (agua ou suco) via abertura de uma
valvula elétrica. Um intervalo entre tentativas de 500 ms foi inserido apds a
recompensa. Para as tentativas de controle, figuras geométricas simples (circulo,

cruz, quadrado e estrela) foram empregados no mesmo paradigma.

2.2 CIRURGIA

Apos terminado o periodo de treinamento, uma peca de plastico resinoide em
formato de “U” foi cirurgicamente acoplada ao cranio do sujeito (74). Essa peca seria

utilizada durante a fase de teste para fixar a cabega do animal durante o registro
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com eletrodo. O sujeito foi anestesiado com uma combinagao de hidrocloreto de
metodometina (0,5 mg/kg, i.m.) e hidrocloreto de cetamina (0,5 mg/kg, i.m.). A peca
em “U” foi acoplada ao cranio com resina acrilica auto-polimerizada e parafusos
cirargicos de tungsténio atarraxados ao osso craniano. Uma pomada antibactericida
(bacitracina—neomicina) foi administrada na regido de sutura uma vez ao dia para
evitar infecgdes durante uma semana ou mais, dependendo da necessidade. Uma
semana depois da cirurgia, o sujeito recomecgou o treino no EDMA ja com a cabecga
fixa ao aparato estereotaxico da cadeira de restricdo. O critério de acerto foi atingido
em 10 dias apos o reinicio dos testes.

Passado esse periodo, era feita a craniotomia acima da estrutura alvo (de
acordo com um atlas especifico para a espécie) (75). Uma barra de tungsténio de
500 ym de diametro foi inserida lentamente até a regidao imediatamente acima do
PUL. Ela foi fixada temporariamente com resina acrilica e o sujeito submetido a uma
sessdo de ressonancia magnética. A barra de tungsténio foi utilizada como um
marcador de referéncia nas imagens da ressonancia e, a partir dela, as coordenadas

do atlas foram corrigidas e/ou calibradas (Fig. 5).

2.3 PROCEDIMENTOS DE REGISTRO E AQUISICAO DE DADOS

Terminada a fase de treino poés-cirurgica, deu-se inicio ao registro de
neurénios. Durante o registro, o0 movimento de um olho e raio da pupila foram
monitorados com uma razdo de amostragem de 30 Hz por um sistema de
monitoramento ocular que utilizava um camera infravermelha do tipo CCD. O
monitoramento ocular e de raio da pupila foi posteriormente utilizado para descartar
os dados referentes as apresentagcdées em que o animal ndo estava olhando para o
estimulo ou estava com as palpebras fechadas durante a apresentagcdo dos
estimulos. Um microeletrodo de metal com isolamento de EPOXI (0,5-1,5 MOhm a
1000 Hz) era lentamente inserido verticalmente até o nucleo PUL por um
manipulador elétrico de acordo com as coordenadas do atlas. A atividade neuronal
extracelular foi registrada utilizando um Sistema MAP (Plexon Inc., Dallas TX, USA);

normalmente um ou dois neurénios eram isolados na analise dos dados registrados.
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2.4 ANALISE DE DADOS

Apenas a atividade neuronal observada durante a apresentacdo das amostras
de cada tentativa foi utilizada para analise. Nenhum registro relativo ao estimulo-alvo
da tarefa foi incluido, descartando-se assim qualquer atividade neuronal relativa a
atividades e estimulos concorrentes, tais como a atividade motora de presséo do
botdo ou a recompensa da tarefa.

Para quantificar as respostas neuronais a cada estimulo testado, a atividade
neuronal (picos/s) foi analisada no intervalo que iniciava 500 ms antes do instante de
apresentacao do estimulo e 2000 ms apés isso. O periodo de controle da atividade
neuronal foi definido como o intervalo de 500 ms imediatamente anterior a
apresentacao do estimulo. Uma vez que o perfil de disparos variava muito entre os
neurdnios responsivos e entre os estimulos visuais, foi determinado um ‘intervalo de
resposta’ como o periodo de 500 ms centrado no pico (ou vale, no caso de
neurénios inibitérios) de respostas neuronais para cada estimulo. A razdo de
disparos no periodo controle e no intervalo de resposta foram comparados utilizando
teste-t. Se um pico de resposta ndo pudesse ser claramente discernido, a laténcia
de pico ou vale do melhor estimulo para esse neurdnio era utilizada para computar
significancia estatistica.

A atividade neuronal também foi comparada entre todos os modelos e
estimulos-controle usando analise de variancia de uma cauda (one-way ANOVA;
P<0,05). Os neurbnios que apresentaram diferenca estatistica na analise de
variancia foram considerados ‘neurénios diferenciais’. Neurdnios diferenciais foram
divididos em seletivos a identidade, seletivos a emocgao e seletivos a familiaridade.
Neurbnios seletivos a identidade foram definidos assim quando apresentavam
respostas significativas a algumas faces de um dado modelo (teste-t; P<0.05) e se
estas respostas significativas eram maiores do que as respostas a outros modelos
(teste de Fisher's LSD apds ANOVA; P<0,05). Neurbnios seletivos a emogao foram
definidos como os neurdnios que demonstravam respostas significativas a uma dada
emocao (teste-t; P<0,05) e se estas respostas eram maiores do que as demais
emocgdes (teste de Fisher's LSD apds ANOVA; P<0,05). Igualmente neurdnios
seletivos a familiaridade eram aqueles que demonstravam respostas significativas a

figuras do modelo familiar (teste-t; P<0,05) e se estas respostas eram maiores do
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que aqueles evocados pelos demais modelos (teste de Fisher's LSD apdés ANOVA;
P<0,05).

A laténcia da resposta para cada neurbnio foi analisada em termos do
intervalo entre o inicio da apresentagcao do estimulo (t = 0 s) e o inicio do ‘disparo
diferencial’. O disparo diferencial, por sua vez, foi definido somente para propdsito
de analise de laténcia como 2 ou mais barras do histograma (bins) consecutivos

diferentes do periodo de controle por 2 desvios-padrao.

A. Estimulos faciais

M02

Raiva Raiva Sorriso Sorriso
b. aberta b.fechada b. aberta b. fechada

Surpresa  Tristeza

B. Figuras geométricas

of+pmy
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Figura 4. (A) Modelos utilizados como estimulos faciais utilizados no EDMA e as respectivas
expressoes faciais. (B) Figuras geométricas empregadas como controles de estimulos. (C) Padréao
esquematico das tentativas no EDMA.

Barra de contraste

Pulvinar
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-

Figura 5. Imagem gerada por ressonancia magnética de um dos sujeitos com a barra de tungsténio
usada para contraste indicando a posi¢ao do nucleo pulvinar.
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Figura 6. Representacao esquematica do sistema de controle de tarefa e registro da atividade neural.
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3 RESULTADOS

Um total de 184 neurdnios individuais foram amostrados dos nucleos lateral e
medial do PUL. Deste total, 41 (22,2%) foram definidos como ‘visualmente
responsivos’, ou seja, responderam a um ou mais estimulos visuais (incluindo faces
e uras geométricas). Os padrdes de disparo variaram muito nesse grupo, sendo que
alguns neurénios dispararam fortemente para uma Unica expressao facial de um
unico modelo e, no outro extremo, alguns dispararam indiscriminadamente por toda
a selecao de estimulos. Entretanto, entre os neurdnios visualmente responsivos, 23
(12,5% do total) responderam indiscriminadamente a todos os estimulos. Outros 18
(9,7%) responderam diferencialmente aos estimulos faciais. Ou seja, todos esses 18
responderam diferencialmente a algumas figuras de faces. No entanto, ndo houve
de fato nenhum neurénio seletivo a identidade, a emoc¢ao ou a familiaridade. Em
outras palavras, ndo houve um neurdnio que respondeu, por exemplo, a todas as
expressdes de uma emogao para todos os modelos, somente para alguns. Portanto
os neurbnios do PUL apresentaram um padrdo complexo de respostas a
combinacgao de alguns ou todos esses fatores.

Quinze neurdnios nao-diferenciais e 11 diferenciais foram registrados do
primeiro sujeito; 8 nao-diferenciais e 7 diferenciais foram registrados do segundo. A
figura 7 mostra 2 exemplos de neurdnios diferenciais registrados dos sujeitos. O
neurénio A respondeu significativamente a face de surpresa, ao passo que 0O
neurénio B respondeu significativamente a face de raiva. Os dados em Ab, Ac, Bb e
Bc indicam que os disparos registrados referem-se a um unico neurénio. Em Aa e
Bb, a sobreposi¢cao dos formatos de onda foi uniforme, ndo apresentando formatos
de onda de neurénios vizinhos. Os autocorrelogramas (Ac e Bc) destes dois
neurdnios indicam que o periodo refratario dos neurbnios ficou entre 2 e 3 ms,
indicando que os picos registrados pertencem a neurdnios individuais.

A figura 8 mostra um exemplo de neurénio com seletividade a emocgao (o
mesmo da figura 7a). Este neurbnio demonstrou um rapido aumento na atividade
durante o intervalo de resposta para a face de surpresa do modelo M01 em
comparagao com o periodo controle (P<0,01). Houve também um aumento mais

fraco para a face de raiva com boca aberta (P<0,05). O intervalo de resposta deste
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neurénio iniciou em 40 ms. A figura 9 ilustra a alteragdo de razao de respostas para
varios estimulos. A analise de variancia (“one-way ANOVA”) indicou uma diferenca
estatistica nas respostas entre os estimulos visuais [F(31, 267)=1.494, P<0,001].
Este neurbnio em questao respondeu significativamente mais para face de raiva com
boca fechada e para a face de surpresa do modelo M01 (t-test, P<0,01 e P<0,05,
respectivamente).

Em relagdo a laténcia, de um total de 41 neurbnios responsivos, 16 (39%)
neurdnios apresentaram resposta antes de 100 ms; 4 (9,8%) apresentaram resposta
entre 100 ms e 200 ms; 8 (19,5%) entre 200 ms e 300 ms; e 13 (31,7%) apos 300
ms (Fig 10). Neurbnios diferenciais foram encontrados em todas categorias de

laténcia.
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Figura 7. Dois exemplos de neurénios diferenciais no PUL (A e B) dos dois sujeitos. (a) Rasters peri-
evento e histogramas em resposta a um estimulo (foto). (b) Atividade estavel de um unico neurénio
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verificada por tragos de ondas superpostos e (c) auto-correlogramas. Em a e c, largura de cada barra
é de 50 ms e 1 ms, respectivamente.
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Figura 8. Exemplo de neurbnio que respondeu diferencialmente a expressdes faciais (0 mesmo da
figura 7A). Disparos perievento e histogramas da sessdo EDMA. A barra no topo de cada grafico
indica a duragao da apresentacao do estimulo. A atividade do neurénio aumentou em resposta a face
‘raiva b. fechada’ (teste-t; P<0,05) e ‘surpresa’ (teste-t; P<0,01).
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Figura 9. Comparacgéo da atividade neuronal mostrada na fig. 8 em relagdo aos demais estimulos.
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Figura 10. Distribuicdo de neurénios do PUL quanto a laténcia de respostas aos estimulos visuais.
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4 DISCUSSAO

41 COMPARAGAO ENTRE RECONHECIMENTO FACIAL DE PRIMATAS
HUMANOS E NAO-HUMANOS

Os mecanismos neurais para o reconhecimento de faces em humanos
apresentam paralelos préximos no cérebro de primatas ndo-humanos (76). Ha uma
similaridade na configuracao espacial da face humana e de primatas ndo-humanos
(77) e algumas expressodes faciais humanas encontram analogos morfolégicos em
macacos (78). Além disso, ambos macacos e humanos utilizam-se de padrées de
visualizagao similares quando olham para figuras de faces, ou seja, dirigem maior
atencao a regiao dos olhos (79). Em contrapartida, Parr et al. (80) encontraram um
efeito de inversdo em macacos rhesus quando estes inspecionavam faces de co-
especificos, mas nao quando inspecionavam faces de humanos. Entretanto, Guo et
al. (81) encontraram estratégias Oculo-motoras similares quando ambos
inspecionam faces de humanos e macacos na posigcdo normal, invertida e
“rearranjada”. Estes resultados sugerem que macacos inspecionam faces humanas

e de outros primatas eficientemente.

4.2 CARACTERISTICAS DAS RESPOSTAS DE NEURONIOS DO PULVINAR

Ao contrario da AM de primatas (82), alguns neurdnios do PUL responderam
a figuras geométricas. No entanto, a complexidade do padrdao das respostas as
expressodes faciais sugerem que os aspectos geométricos das faces nao sédo o unico
fator subjacente a ativacdo destes neurbnios. Além disso, neurbnios do PUL
mostraram atividade diferencial especifica a uma ou duas expressdes emocionais do
mesmo modelo. Nenhum deles, ndo obstante, mostrou atividade diferencial a
mesma emocgao em todos os modelos. Isso significa que o PUL deve participar da
codificacdo de alguns aspectos emocionais € ndo-emocionais dos estimulos. Nesta

hipétese, ele poderia servir como uma via de acesso para as informacdes que
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seguiriam para areas corticais e sub-corticais (83) com respeito a relevancia
emocional.

O padrao de respostas dos neurbnios pulvinares também variou
consideravelmente em sua laténcia. Isso provavelmente reflete as diferentes
aferéncias e eferéncias corticais e sub-corticais que o PUL mantém. Neurénios com
maior laténcia de respostas (acima de 300 ms) podem estar mediando conexdes
com areas corticais assim como propds Olshausen et al. (84). Os neurbnios com
respostas mais rapidas (abaixo de 100 ms), por sua vez, provavelmente fazem parte
da rota sub-cortical mais rapida para a AM. Uma possibilidade vislumbrada aqui é
que o PUL pode passar informacées emocionais mais salientes de maneira mais
veloz para a AM e, possivelmente, também para outras areas corticais. Isso pode
ocorrer rapido o suficiente para ser independente do reconhecimento consciente do
estimulo (35), o que configuraria blindsight. Essa sugestdao é consoante com um
estudo recente em que um paciente com lesdes bilaterais totais da AM mostrou
deteccdo rapida e processamento nao-conscientes de faces de medo (25). O PUL
pode também ser parte de um processamento mais refinado, e portanto mais lento,
mediando comunicagao cortical.

O numero de neurbnios visualmente responsivos parecem ser relativamente
baixo, uma vez que o PUL esta tradicionalmente estabelecido como parte do
processamento visual geral. Nao obstante, os nucleos lateral e medial do PUL, de
onde os dados foram extraidos, parecem estar implicados em uma gama diversa de
fungdes que incluem direcionamento de movimentos e até memoria (85-87). Apesar
de o presente estudo nao representar um mapa de registros que esgote toda a
estrutura do PUL, a aparente baixa percentagem de neurbnios visualmente
responsivos amostrados pode ser indicativo das variadas atribuicées desta estrutura.
E importante levar em conta também que até areas visuais corticais podem
apresentar um baixo numero de neurdbnios que respondem a estimulos visuais, a
depender do tipo de estimulo empregado. Molotchnikoff & Shumikhina (88), por
exemplo, encontraram em torno de 20% de neurdnios (variando por tipo de célula
nervosa) responsivos a estimulos oscilatérios no cértex visual de gatos (areas 17 e
18) e que estavam correlacionados com a desativacdo do PUL. Esse mesmo grupo
de pesquisadores encontraram previamente na porcao lateral-posterior do PUL
apenas 14% de neurbnios responsivos a este mesmo tipo de estimulo (89).

Independente disso, os dados aqui coletados mostraram que, dentro do numero de
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neurdnios visualmente responsivos do PUL, ha uma percentagem relativamente alta

(43,9%, 18 de 41) de neurdnios que respondiam a aspectos faciais e/ou emocionais.

4.3 O PAPEL DO NUCLEO PULVINAR

Robinson et al. (90) sugeriram um papel do PUL na saliéncia de estimulos
visuais e, desde entdo, varios investigadores apresentaram evidéncias nesse
sentido. A partir destas evidéncias, o PUL parece modular atenc&o visual suprimindo
distragdes visuais (90-93). Uma vez que a porgédo do medial do PUL, ha muito ja
demonstrado, projeta uma forte eferéncia para AM (11) e para os cértices frontal e
temporal (94-96), é razoavel supor uma influéncia do PUL como um todo no
processamento de estimulos visuais emocionalmente salientes. Ademais, estudos
recentes indicam que o coértex pré-frontal, especialmente sua porgcdo anterior e
medial, esta envolvido na cognicao social. Como essa area recebe fortes projecoes
pulvinares (29), o PUL pode também influenciar a cogni¢cdo social da mesma
maneira.

Ward et al. (38) indicaram que o PUL nao apresenta propriedades
topograficas e conexdes para poder mediar estimulos complexos. Apesar de o
presente estudo n&o lidar diretamente com essa questdo, os resultados aqui
apresentados corroboram o papel do PUL no processamento de estimulos
complexos (e.g., faces emocionais). Ainda assim, os aspectos especificos de
estimulos faciais que geram respostas pulvinares requerem investigacdes mais
detalhadas . Pelo menos em termos de laténcia, algumas caracteristicas do PUL ja
puderam ser deduzidas dos presentes resultados. Como alguns neurdnios
responderam com laténcias baixas (de até 20 ms), a atividade do PUL parece estar

envolvida também com o rapido processamento de faces.
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5 MATERIAIS E METODO (ESTUDO 2 - AVALIAGAO DOS EFEITOS DA LESAO
DO CS NAS EMOGOES E COGNIGAO SOCIAL)

5.1 SUJEITOS

Os sujeitos infantes empregados no presente estudo sdo do género Cebus
com idade inferior a 6 meses. Sao oriundos dos Centros de Triagem Animais
Silvestres (CETAS-IBAMA) em Goiania, Curitiba e Salvador. Eles estdo mantidos
nas dependéncias do Centro de Primatologia (CP). O Centro de Primatologia esta
localizado na Fazenda Agua Limpa (FAL) da Universidade de Brasilia (16°30”S,
46°30”"W) cerca de 25 km do centro de Brasilia. A FAL possui uma area de 4.340
hectares e faz parte da Area de Protecdo Ambiental (APA) das Bacias do Gama e
Cabeca do Veado. As condicbes de manutengao dos animais estdo em observancia
a normas de cuidados e manutencdo de animais do IBAMA. Para tal, antes de se
acolher os suijeitos, foi construido dentro do CP um pavilh&o incluindo viveiros, area
de testes e area de testes especificos para os propodsitos do presente estudo (Ver
apéndice A, B e C). Este pavilhao foi construido com financiamento da JSPS (“Japan
Society for Promotion of Science: Grant-in-Aid for Scientific Research A-22240051”)
via convénio firmado entre a JST (“Japan Science and Technology Agency”) e a
Universidade de Brasilia (acordo 03931/2008). Os cuidados dispensados a eles
estdo de acordo com o Comité de Etica do Instituto de Biologia da UnB e seguindo
os “Principles of Laboratory Animal Care” (NIH N° 85-23, revisdo 1996). O presente
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal do Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia (CEUA-IB/UnB; UnBDOC n°29273/2009).

Eles foram mantidos e habituados a estas instalagbes até atingirem a idade
minima para a cirurgia (6 meses). Apds a cirurgia, os animais foram realocados em
diades ou tétrades em seus viveiros onde foram feitas as observacdes
comportamentais. Estes viveiros foram especialmente projetados para os propésitos
do presente experimento, permitindo o alojamento de animais por toda vida destes.
Eles consistem de uma area de 1,5 m X 1,5 m X 1,8 m com substrato natural de

terra, areia e serragem, elementos de enriquecimento ambiental (balango, galhos
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etc.), uma caixa ninho para até 4 animais pequenos ou 1 adulto e um filhote e
paredes moveis que permitem o0 acesso ao viveiro adjacente. Inicialmente, os
sujeitos foram divididos em dois grupos: lesdo (n=3) e controle (n=3). Cada grupo foi
submetido aos mesmos procedimentos no que concerne a alojamento e cuidados.
Um animal do grupo lesdo veio a 6bito durante o periodo de testes, na quinta
semana pos-cirurgica, em virtude de infecgdo hepatica. Antes de reiniciar os testes,
os demais sujeitos de ambos os grupos foram submetidos a exames de fezes e
sangue para assegurar que nenhum deles havia sido infectado. Os dados coletados
deste espécimen foram incluidos nos testes em que ele participou e estdo indicados
nos resultados abaixo. Um dos sujeitos do grupo controle foi mantido em diade com
a mae e os demais de ambos os grupos foram mantidos em tétrade pela duragao do
estudo. O sujeito mantido em diade com a mae foi excluido dos testes sociais dada

a diferenga de contato social no viveiro.

5.2 CIRURGIAS

Para a determinacdo das coordenadas da area-alvo, antes do procedimento
cirargico, foi utilizado o atlas estereotaxico para Cebus (97) e a histologia de
animais em idade comparavel que vieram a o6bito. Entre 10 e 15 dias apos a cirurgia,
os animais foram submetidos a uma sessao de ressonancia magnética. Eles foram
submetidos a uma leve anestesia com cloridrato de cetamina (5 mg/kg, i.m.) e
cloridrato de xilazina (0,5 mg/kg, i.m.) imediatamente antes de entrar no aparelho.

No dia da cirurgia, os infantes foram anestesiados com isoflurano/O, e seus
sinais vitais (temperatura, batimento cardiaco e pressdo sanguinea) foram
continuamente monitorados. Solu¢cdo de salina foi administrada durante todo o
procedimento para garantir a hidratacdo do sujeito. O animal foi fixado no aparelho
estereotaxico e foram registradas as coordenadas referenciais. Apos a tricotomia, a
area de incisdo foi desinfetada e um anestésico local (Marcaina, 25%) foi
administrado sub-cutaneamente.

A incisdo no escalpo permitiu a craniotomia bilateral nas regides acima do CS
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e uma segunda incisao foi feita na dura-mater. Foi feita a craniotomia com uso de
uma broca cirurgica em quatro pontos do cranio imediatamente acima dos pontos de
infusdo. Foram ao todo 4 pontos de infusdo, 2 por coliculo. Uma micropipeta de vidro
confeccionada por nosso colaboradores na Universidade de Toyama, Japao,
contendo o IBO e conectada a uma seringa foi inserida verticalmente pelas incisdes
na dura-mater e no cranio. As inser¢gdes foram controladas manualmente pela
seringa. Foram lentamente injetados de 0,4 a 0,6 microlitros de IBO nas estruturas.
A pipeta ficou no ponto de injegdo por cerca de 3 minutos apos as inje¢des para
garantir total difusdo do acido, assim como para impedir refluxo para dentro da
agulha durante a sua retracdo. Finda a infusdo, a pipeta foi retirada lentamente. O
processo se repetiu igualmente para cada ponto de infusdo. Uma vez terminadas
todas as infusdes, as lesdes no cranio deixadas pelas brocas foram preenchidas por
resina acrilica. Apdés a secagem e endurecimento da resina, as incisdes foram
suturadas. A incisdo suturada e regiao adjacente foram esterilizadas com Betadine e
Etanol a 70% para evitar infecgdes.

O grupo controle foi submetido a cirurgias ‘ficticias’ (ou “shams”). Estes
também foram incluidos nos procedimentos de separagdo da méae, ressonancia
magnética e anestesia. No tocante a cirurgia, o grupo controle foi submetido a todos
0s passos até a inser¢cao de agulha. Entretanto, em vez de IBO, somente o veiculo
PBS foi administrado. Apds isso, foi realizada a sutura, seguida dos demais passos
ja descritos para o grupo lesio.

Os cuidados pd6s-operatérios incluiram administragao de cefalexina (25mg/kg,
i.m.; antibiético) e meloxicam (7,5mg/kg, i.m.; anti-inflamatério e analgésico) uma vez
por dia durante 5 dias. Como precaucdo contra edemas, fosfato de sodio foi
administrado na véspera da cirurgia € nos quatro dias seguintes. Além disso, foi feita
a assepsia diaria do sitio de incisao até terminar o periodo de cicatrizagdo. Foram
adquiridas imagens de T-2 e FLAIR (“Fluid Attenuated Inversion Fluid”) com
separacgao de cortes de 2mm em um GE Gyroscan de 1,5 T (fig. 11). Essas imagens
foram utilizadas para verificar a extensao da area atingida, alguma lesao residual em

areas vizinhas ao CS e para aprimorar cirurgias subsequentes. As injegdes de IBO



Avaliacao da via coliculo-pulvinar (Estudo 2) Materiais e Método 42

resultaram em lesbes bilaterais circunscritas, caracterizadas por perda neuronal
recoberta por gliose, em todos os animais do grupo lesdo. As lesbes abarcaram
todas as camadas do CS até o limite inferior (coliculo inferior e matéria cinzenta
central) e se estenderam em dois tergos do eixo rostrocaudal do CS.

A técnica utilizada neste estudo — lesdo excitotoxica por IBO — é de grande
valor cientifico, pois permite estudar os efeitos da retirada da regidao cerebral em
questdo, sem lesar fibras de passagem (axbnios). Em outras palavras, a lesao
realizada fica circunscrita a regido-alvo, evitando romper a comunicagao entre outras
areas cerebrais que passa pela area atingida. Em conjunto com a técnica de
Ressonancia Magnética, a lesédo por acido IBO tornou-se procedimento padrao para
esse tipo de estudo. Esta combinagao evita que os animais empregados no estudo
tenham que ser sacrificados para se confirmar os sitios de lesdo e as respectivas
extensdes na area-alvo. Assim € possivel empregar o mesmo animal em estudos
longitudinais ou mais de um estudo durante toda a vida util deste. Isso € de valor
inestimavel para o estudo em primatas ndo-humanos dada a baixa disponibilidade
destes como sujeitos de pesquisa e sobretudo as implicagcbes éticas relacionadas
com o tema. A correspondéncia entre a imagem T-2 e FLAIR de Ressonancia
Magnética e a analise histologica foi estabelecida por dois grupos independentes em

estudos especificos de metodologia experimental (98, 99).
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Figura 11. Corte axial de ressonancia magnética de um dos sujeitos do grupo lesdo 7 dias apoés a
cirurgia. Circulos brancos destacando os edemas nas regides dos coliculos superiores.

5.3 ANALISE COMPORTAMENTAL

A coleta de dados comportamentais foi feita nos proprios viveiros dos sujeitos.
Todas as observacgdes aqui descritas foram realizadas por uma camera de video
montada no momento dos testes para gravagcdo. Nenhuma das observagbdes ou
testes abaixo foram feitos na presenca de um experimentador. Todos os

procedimentos abaixo compreenderam o periodo de duas semanas preé-cirurgicas
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até a 162 semana pds-cirurgica. Todos os procedimentos foram realizados entre as

8:00 h e 11:00 h da manha.

Andlise comportamental — Foram feitas 3 filmagens pré-cirurgicas e 3

filmagens poés-cirurgicas dos sujeitos com duragado de 30 minutos. Para diminuir o

efeito de interferéncia do experimentador ou tratador no comportamento espontaneo

dos sujeitos, os primeiros 15 minutos de gravagao foram ignorados durante analise.

O comportamento social espontaneo de cada sujeito foi analisado individualmente.

Foram considerados os seguintes comportamentos:

Todos

proximidade: estar a distancia de um braco (do filhote) de um ou mais
animais por mais de 1s;

contato fisico: manter contato fisico com um ou mais animais por mais
de 1s;

limpeza alheia (ou allogrooming): limpar/catar com os dedos no pelo de
outro animal por mais de 1 s;

brincar: interagir com outro animal em contato fisico com mordiscos e
agarros;

exploragdo ano-genital: farejar ou aproximar as narinas/face a regiao
ano-genital de outro animal,

seguir: locomover-se seguindo a trajetoria de outro animal a uma
distancia nao superior a um braco (do filhote);

aceitar proximidade: permanecer no mesmo local apds a chegada de
outro animal a distancia de um bracgo (do filhote) por mais de 1 s;

contato visual: dirigir o olhar para regido da face de outro animal em
reciprocidade com este.

os comportamentos descritos acima foram agrupados em

‘comportamentos sociais’, exceto o comportamento de contato visual, que foi

analisado separadamente.

Além da observagao comportamental no préprio viveiro, foram realizados trés

testes para se avaliar o impacto da lesdo no comportamento social e de defesa:
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A)

B)

Teste de interacdo social com adulto desconhecido — os sujeitos foram
capturados e levados individualmente para a arena de testes (3 m X2 m X
1,5 m). Durante uma sessao de 30 minutos, uma fémea adulta do género
Cebus foi mantida em uma caixa de transporte colocada em uma das
extremidades desta arena, permitindo o contato visual e fisico entre os
animais. Os sujeitos nao tiveram nenhum contato prévio com esta fémea.
Foi avaliado o tempo total despendido na area proxima do adulto e na
area distante do adulto, além da frequéncia de entradas na area proxima
(Figura 12). Apés os 30 minutos, o sujeito era capturado dentro da arena e
levado de volta para o proprio viveiro. A arena de testes era limpa de fezes
e urina ao fim de cada sessdo. O teste de interacdo social foi repetido

duas vezes para cada sujeito.

22m 0,8m

0,5m

w Gl

\ 7
Adulto estranho  Area proxima Area distante

Figura 12. Representagdo esquematica da arena para o teste de interagdo com adulto
estranho. As areas proxima e distante s6 foram demarcadas no video durante a analise,
nao existindo fisicamente durante o teste.

Teste de dominancia social — os sujeitos foram capturados e levados aos
pares para uma arena de teste (3 m X 1,5 m X 1,5 m) apés um periodo de
12 horas de privacdo de alimentos. Os pares neste teste consistiam
sempre de um sujeito do grupo controle e um sujeito do grupo leséao,
mantendo entre eles a menor diferenga de peso e tamanho possivel. Uma

vez ambos na arena, cada sessao se iniciava com a insercdo de um

pedaco de fruta (banana) no centro da area de testes e tinha duracao de
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C)

15 minutos. Foi avaliada a dominancia social a partir de: (1) laténcia de
primeiro contato de cada animal até o pedaco de fruta; (2) tempo gasto por
cada animal comendo e/ou manipulando o pedaco de fruta no 1° minuto; e
(3) a frequéncia de contato com o pedacgo de fruta. Apds os 15 minutos de
sessdo, 0s sujeitos eram recapturados na arena e retornados aos
respectivos viveiros. Quaisquer restos de fruta remanescentes eram
retirados, assim como o substrato da arena de testes era limpo de fezes e
urina ao fim de cada sessao. O teste de dominancia social foi repetido
duas vezes para cada sujeito.

Teste de confronto com predador — os animais foram levados
individualmente a um viveiro adjacente ao viveiro de moradia, mediante a
abertura de uma parede retratii entre ambos compartimentos. Neste
viveiro de teste, os animais eram mantidos isolados dos demais e sem
contato visual entre eles. Eles foram privados de comida por 12 horas
antes da realizacao do teste. Uma vez separados, o experimentador abria
o viveiro e colocava o estimulo aversivo no centro do viveiro. O estimulo
consistia de uma serpente de borracha enrolada em espiral dentro de um
prato de metal. Um pedaco de fruta (banana) era colocado no centro do
espiral da serpente (Fig. 13). Houve 4 sessdes com duragao de 5 minutos
cada. Durante este periodo, foi observada a laténcia de contato com o
pedaco de fruta. Ao fim da sessao, a serpente e quaisquer sobras de fruta
eram retiradas do viveiro e o sujeito era conduzido de volta ao proprio
viveiro. Tomou-se cuidado para que os sujeitos nao tivessem nenhum
contato visual com a serpente de borracha em qualquer momento fora do
periodo de teste. Para tal, o estimulo era sempre transportado dentro de
um saco plastico opaco. As sessdes ocorreram a 1, 6 e 15 semanas
(tentativas 1, 2 e 3, respectivamente) apdés a cirurgia para avaliar um
possivel efeito de habituacdo ou de plasticidade cerebral. Uma semana
apés a tentativa 3, realizou-se uma tentativa controle. Todos os

procedimentos desta tentativa foram idénticos as demais, exceto que o
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prato de metal continha apenas o pedaco de fruta, sem a serpente de
borracha. Um ano depois, foram realizadas mais uma sessao com a

serpente e uma sessédo sem serpente.

Figura 13. Modelo de serpente de borracha e pedaco de banana utilizado no teste de
confronto com o predador.
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6 RESULTADOS

A frequéncia dos comportamentos sociais agrupados do grupo controle
mostrou uma tendéncia de aumento entre as sessdes pré- e poés-cirurgicas. Na
figura 14, os dados comportamentais foram divididos por sessbes experimentais.
Nas sessdes pré-cirurgicas e na primeira sessao pés-cirurgica, houve uma tendéncia
de maior frequéncia nos comportamentos sociais para o grupo controle, porém nao-
significativa (Analise de variancia de medidas repetidas — ANOVA — desenho misto
com fatores de grupo e tentativa; P>0,05). Essa diferenga diminuiu nas ultimas duas
sessdes pos-cirurgicas. A frequéncia dos comportamentos sociais do grupo lesao na
primeira sessao pos-cirurgica alcangou P=0,054 em relagéo a sessao pos-cirurgica 3
e em relagao ao grupo controle na sesséo pos-cirurgica.

Em relagdo ao comportamento visual, ndo houve diferenca entre os grupos
controle e lesdo (Fig. 15) nas sessdes pré-cirurgicas (P>0,05). O grupo controle
apresentou uma tendéncia de maior frequéncia para este comportamento na
primeira sessao pos-cirurgica (P>0,05). Este aumento nao foi observado nas
sessodes seguintes. Assim como no caso dos comportamentos sociais agrupados, a
frequéncia de comportamento visual tendeu a aumentar para ambos grupos nas
sessoOes pos-cirurgicas 2 e 3 (P>0,05).

Os resultados do teste de interacdo com adulto desconhecido estao
ilustrados nas figura 16 (A e B) e figura 17. Nao houve diferenga no tempo
despendido na regidao proxima entre os grupos controle e lesdo na area proxima
(Fig. 16.A) nem na area distante (Fig. 16.B). O grupo lesdo entretanto tendeu a
despender menos tempo na area distante somente na segunda sessao, também
sem significancia estatistica (Fig. 16.B). Nao houve tampouco diferengas entre os
grupos no parametro de frequéncia de entradas na area préxima nas duas sessodes.
Na segunda sessado houve uma tendéncia de maior frequéncia para o grupo controle
que nao alcancgou significancia estatistica (Fig. 17; P>0,05). O tempo de laténcia até

a primeira entrada na area proxima esta ilustrado na figura 18. Nao foram
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encontradas diferengas estatisticas entre os grupos nas duas sessdes, apesar de
uma tendéncia de ambos grupos reduzirem a laténcia na segunda sessao (P>0,05).

No teste de dominancia entre os sujeitos, ndo foram encontradas diferengas
na laténcia até o primeiro contato com a fruta ou no tempo de manipulagéao da fruta
durante o primeiro minuto em ambas sessées (Fig. 19 e 20; P>0,05). A frequéncia
total de contatos com a fruta também nao apresentou diferencgas significativas entre
0S grupos ou entre as sessoes (Fig. 21).

No teste de confronto com predador, o grupo controle ndo buscou o pedago
de fruta em nenhuma das tentativas com a presenca da serpente de borracha, ao
passo que o grupo lesao buscou a fruta rapidamente no inicio de cada sessédo, com
ou sem serpente (Fig. 22). Nao houve diferenca estatistica entre a laténcia do grupo
lesdo nas 4 tentativas. Na tentativa controle, o grupo controle buscou a fruta dentro
da duracado de cinco minutos. O teste de ANOVA (desenho misto com fatores de
grupo e tentativa) usando ajuste de Bonferroni para analise pareada mostrou
diferenca significativa entre grupos na sessao de 1 a 3 (F13=720,723; P<0,001) mas
nao na tentativa controle (P=0,458). Houve também uma diminui¢ao significativa

para o grupo controle na tentativa sem a serpente (F39=58,877; P=0,004).
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Figura 14. Frequéncia de comportamentos sociais agrupados observados no proprio viveiro
distribuidos por sessbdes pré-cirurgicas (PRE 1, PRE 2 e PRE 3) e sessbes poés-cirurgicas (POS 1,
POS 2 e POS 3). (n=4)
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Figura 15. Frequéncia de comportamentos de contato visual entre sujeitos observados no préprio
viveiro distribuidos por sessbdes pré-cirurgicas (PRE 1, PRE 2 e PRE 3) e sessdes pds-cirurgicas
(POS 1, POS 2 € POS 3). (n=4)
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Figura 16. Exploragdo da arena na presenga de animal adulto estranho em duas sessdes em tempo
despendido (A) na regido proxima ao adulto estranho e (B) na regido distante do adulto estranho.
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Figura 17. Exploracédo da arena na presencga de animal adulto estranho em frequéncia de entradas na
regido proxima ao adulto estranho.
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Figura 18. Laténcia da 12 entrada na area préxima ao adulto estranho em duas sessoes.
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Figura 19. Laténcia até 1° contato com a fruta no teste de dominancia (s). (n=4)
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Figura 20. Tempo de manipulagéo da fruta no teste de dominéncia considerando apenas o 1° minuto
de cada sessdo (s). (n=4)
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Figura 21. Dominancia entre sujeitos controle e lesdo em frequéncia total de contatos com a fruta.
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Figura 22. Laténcia até o alvo (pedaco de fruta) em tentativas de 300 segundos. * indica diferenca
estatistica comparada ao grupo controle na mesma tentativa e # indica diferenga estatistica entre o
grupo controle na tentativa controle e nas tentativas anteriores. (n = 6, na primeira semana; nas
demais n =5)
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7 DISCUSSAO

Os resultados dos comportamentos sociais espontdneos no proprio viveiro
mostraram algumas tendéncias que nao atingiram o indice de significancia
estatistica. Antes da cirurgia, os animais lesados apresentaram, de forma geral, uma
menor frequéncia de comportamentos sociais do que os animais do grupo controle.
Essa diferenca tendeu a se acentuar na primeira sessao pos-cirurgica. A frequéncia
destes comportamentos aumentou para os dois grupos nas duas sessodes
subsequentes, sendo que para o grupo lesdo esse aumento foi muito préximo do
indice de significancia (Fig. 14). Como o numero de sujeitos amostrados reduziu o
poder dos testes estatisticos aplicados, é dificil interpretar esta tendéncia.

A frequéncia de contato visual entre os sujeitos apresentou um padrao
semelhante aos resultados do comportamento social agrupado. Entretanto, além do
reduzido numero amostral, este € um comportamento de baixa frequéncia, o que
dificulta ainda mais a analise estatistica. Ainda assim, & importante analisar este
comportamento de forma isolada por duas razées. Em primeiro lugar, este
comportamento esta intimamente ligado a déficits visuais encontrados em pacientes
autistas. Em segundo lugar, como o CS esta implicado no direcionamento sacadico
dos olhos, uma lesao deste poderia induzir prejuizos na capacidade visual. A analise
dos resultados deste comportamento todavia indica que o grupo lesdo apresentou
desempenho semelhante ao grupo controle, sobretudo nas sessdes pos-cirurgicas.
Isso sugere que esta lesdo ndo esta ligada a deficiéncia de contato visual em
autistas e tampouco os sujeitos do grupo lesdo apresentaram algum déficit visual.

Os dados da exploracao da arena na presenga de um adulto estranho nao
revelaram diferencas entre os grupos lesdo e controle. De forma geral, todos os
sujeitos visitaram a area proxima de maneira similar, em termos de duracao e
frequéncia das visitas. Curiosamente, os animais lesados despenderam menos
tempo na area distante durante a segunda sessdo. Esse maior tempo gasto na
regido intermediaria é de dificil explicacdo, porém é importante notar que areas em
que foi dividida a arena ndo mantém as mesmas dimensdes. Assim deve-se tomar
cuidado em extrapolar as diferencas de duracéo. A laténcia de primeira visita dos

animais lesados a area proxima também mostrou uma tendéncia de aumento na
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primeira sessao e que foi revertida na segunda sessao. No entanto, a dispersao dos
dados foi muito acentuada para permitir significancia estatistica.

De forma geral, a lesdo no CS nao induziu nenhuma variagao nos parametros
de dominadncia social do presente estudo. Ambos grupos experimentais
apresentaram valores equivalentes para ‘laténcia até o 1° contato’, ‘tempo de
manipulacdo no 1° minuto’ e ‘frequéncia total de manipulacdes’. Esses resultados
estdo de acordo com o estudo de Machado & Bachevalier (100) em que lesbes
seletivas da AM (assim como do hipocampo e cortex orbito-frontal) ndo alteraram os
comportamentos espontaneos de dominancia em macacos rhesus em uma situagao
de grupo social. Neste estudo, animais com lesdo na AM apresentaram severas
alteracdes de personalidade que culminaram em déficits de interacdo social. Eles
também demonstraram alteracbes na maneira com que respondiam a sinais de
ameaca, sobretudo reduzindo a frequéncia de comportamentos de dominancia frente
a sinais sociais de ameaca.

No testes de confronto com a serpente, as lesdes bilaterais do CS induziram
uma reducdo da inibicdo comportamental frente a um estimulo ameacgador. As
diferengas na laténcia entre o grupo controle e lesdo sdo bastante distintas. Os
sujeitos do grupo controle buscaram o pedacgo de fruta somente nas sessdes em que
nao havia a serpente de borracha (sessao controle). Os sujeitos do grupo leséo, por
outro lado, o fizeram no inicio de todas as sessoes, independente da presencga ou
auséncia do estimulo ameacgador. Em alguns casos, foi possivel ver um sujeito do
grupo lesdo comer a fruta, sentado em cima da serpente de borracha. Além disso,
os aspectos ameacadores do estimulo ndo diminuiram com o tempo, uma vez que o
grupo controle continuou evitando a serpente até um ano apos o primeiro contato.
Em um experimento similar, Vitale et al. (101) demonstraram que macacos-prego
sem lesdes diminuiam as respostas de medo a um modelo de serpente depois de
algumas exposicoes. Diferente do presente estudo, no entanto, o trabalho de Vitale
et al. incluiu animais adultos e sessdes mais longas em intervalos menores entre
elas. Estas disparidades podem explicar a diferenca de reacédo ao estimulo aversivo
ao longo do tempo.

A laténcia medida neste teste ndo foi estatisticamente diferente entre os
grupos na sessao controle (ie. sem serpente), mesmo considerando estimulos
possivelmente associados ao estimulo ameacador (prato de metal, viveiro de teste e

separagao dos outros animais). De forma geral, isso indica que as caracteristicas
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aversivas do teste residem no estimulo em vez de estarem relacionadas ao
contexto. Apesar de ambos os grupos terem sido sujeitos a privacdo de alimentos
durante 12 horas antes de cada tentativa, os sujeitos do grupo lesdo foram capazes
de localizar o alvo e se locomover até ele rapidamente em todas as sessdes. O
grupo controle exibiu comportamento bastante similar na sessao controle. Somados
todos esses fatores, conclui-se que reducdo ou falta de inibicdo em relagdo a
serpente nao podem ser atribuidos a déficits de atengdo, motivacdo ou visuo-
perceptuais.

Os dados do teste de confronto com a serpente indicam que o CS é
importante para codificar estimulos de ameaca, pelo menos na infancia. Esses
dados sdo muito proximos aos resultados obtidos em macacos rhesus jovens com a
lesdo neonatal na AM (102). Neste estudo do grupo de David Amaral, animais com
lesdo na AM apresentaram o mesmo tipo de inibicdo comportamental frente a um
modelo de serpente. Serdo necessarias, ndo obstante, futuras investigacées no CS
para determinar se a diminuigdo/falta de inibicao restringe-se a lesdes precoces ou
se lesdes do CS em sujeitos adultos também induziriam este efeito, como no caso
da AM (103, 104).
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8 DISCUSSAO GERAL

Em uma longa sequéncia de trabalhos, o grupo de Arne Ohman estabeleceu
um solido arcabougo de evidéncias demonstrando que faces (principalmente de
ameaca, como faces de raiva e surpresa) e serpentes sao estimulos diferenciados
para circuitaria do medo no cérebro de primatas (para revisao, ver 105). Ambas
classes de estimulos compartilham caracteristicas especiais. Em primeiro lugar, os
estudos de medo condicionado mostraram que figuras ou videos de faces e
serpentes sdao mais facilmente associados a estimulos aversivos e que essa
associagcao costuma ser mais forte e persistente do que estimulos neutros ou
positivos (106-109). Segundo, figuras de serpentes ou faces de ameacga eliciam
respostas de medo mesmo quando apresentadas abaixo do limiar de deteccao
consciente (blindsight; 35, 47, 110). Além disso, tais estimulos sdo mais rapidamente
encontrados em tarefas de busca visual (111-116). Essas evidéncias sugerem que
tanto faces quanto serpentes foram priorizadas pelo processo evolutivo de primatas.

Essa priorizacdo advém de situacgdes distintas da histéria evolutiva (117, 118).
As reagdes a predadores, em geral, envolvem respostas mais imediatas e diretas
(eg. fuga), ao passo que confrontos com coespecificos ja demandam respostas mais
complexas, como comportamentos de rendicdo e submissdao (119). De fato,
disturbios fébicos baseados nesses estimulos apresentam caracteristicas bastante
distintas. Fobias sociais apresentam componentes mais cognitivos e estratégicos do
que fobias de animais, como serpentes ou aranhas (120-122).

A visado de serpentes € um estimulo de ameaca relevante para sobrevivéncia
de primatas. Estima-se que os incidentes com serpentes, ainda hoje em dia, sejam
responsaveis por 100.000 mortes por ano em todo o mundo (123). Em primatas nao-
humanos, tal estimativa € mais dificil de ser estabelecida, apesar de algumas
observacdes de campo ja terem relatado ataques de serpentes (124, 125). De fato,
Isbell (126) propds que serpentes (especialmente as venenosas) exerceram grande
pressdo seletiva na formagao evolucionaria do sistema visual de primatas. A
evolucdo da via visual subcortical de primatas, por exemplo, coincide com a pressao
seletiva por serpentes venenosas em primatas do velho e do novo mundo (126).
Além disso, a utilizacdo de serpentes como estimulo aversivo em experimentos

indica que estas apresentam caracteristicas muito particulares para primatas. Um
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unico pareamento, por exemplo, & suficiente para eliciar respostas de medo
condicionado em humanos (127, 128). A aquisicdo de medo condicionado a
serpentes em macacos também foi demonstrada por aprendizagem vicaria,
simplesmente pela observacdo da reacdo de medo em outros animais (129).
Fotografias de serpentes e réplicas inanimadas induzem, em primatas, respostas de
medo proximas aquelas eliciadas pela interagcdo com os préprios animais (101).

Desinibicdo comportamental frente a serpentes & geralmente atribuida a
reducdo do medo ou de comportamentos defensivos (103, 130) ou aumento de
docilidade (104), também visto na Sindrome de Kliver-Bucy (131). Nesse sentido,
outros sintomas dessa sindrome, como hiper-oralidade, hiper-sexualidade ou
agnosia visual ndo foram observadas no grupo lesédo. Esses animais mostraram-se
claramente capazes de diferencar o pedaco de banana (comestivel) da serpente de
borracha (ndo comestivel), o que ndo corroboraria a possibilidade de déficit de
reconhecimento visual dos estimulos. Os dados do comportamento de contato visual
também indicam, como ja citado acima, que os animais lesados nao sofreram
prejuizo na capacidade visual.

Dado que a via coliculo-pulvinar ja foi implicada na base do desenvolvimento
do “cérebro social” (10), lesdes precoces do CS ou PUL podem estar no cerne dos
déficits sociais e de defesa encontrados em pacientes autistas (65, 132, 133).
Kleinhans et al. (65) encontraram hipoatividade desta via em pacientes autistas em
uma tarefa de reconhecimento de faces. O PUL recebe projecdes do CS e também
algumas projecdes diretas da retina (30, 31, 134) e, por sua vez, envia projegdes
para AM (35) assim como para os cértices visuais associativos (135). Apesar de ser
ainda dificil precisar o papel individual de cada uma dessas estruturas, estudos de
tempo de reacdo e de neuroimagem implicaram ambos na detec¢gao de ameacga e
outros estimulos emocionalmente relevantes (34, 35, 65). Esses dados sao
corroborados pelos dados neurofisiolégicos do primeiro estudo do presente trabalho
(73).

O papel e as implicagdes da via coliculo-pulvinar tém sido recentemente alvo
de debate entre pesquisadores (135-138). A proposta inicial de uma via sub-cortical
que enviaria informagdes emocionalmente relevantes de forma rapida até a AM foi
formalmente formulada inicialmente, em 1996, por LeDoux (24). Nesta proposta, o
processamento rapido deste tipo de informacéo prescindiria da ativagao do cortex e

a AM centralizaria o processo nao-consciente de estimulos emocionais e sociais.
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Varias linhas de investigagdo encontraram evidéncias em suporte a essa concepgao
(35, 36, 65, 139, 140). Pessoa e Adolphs (135), no entanto, alinhavaram uma série
de criticas ao modelo de LeDoux e propuseram uma alternativa em que o papel da
AM, assim como do PUL, residiria na coordenacdo de areas corticais para a
avaliacao do significado afetivo dos estimulos visuais. Essa proposta cunhada de
‘modelo de ondas multiplas” atribui um papel mais proeminente para o cértex no
processamento das emocgoes.

Apesar de ndo negarem o envolvimento de estruturas subcorticais no
processamento de estimulos relevantes para emocgdo, Pessoa e Adolphs
posicionaram-se contra a existéncia de uma conexao direta CS-PUL-AM em
primatas. Estudos anatémicos demonstraram conexdes entre o CS e o PUL (87,
141), mais especificamente entre as camadas superficiais do CS e o nucleo inferior
do PUL, e entre o nucleo medial do PUL e AM (11, 29). Ainda assim, os autores
argumentam que esses estudos nao demonstraram conexdes entre o nucleo inferior
do PUL e a AM, mas apenas com o cortex visual. Entretanto, um estudo mais
recente, utilizando tractografia in vivo em humanos, conseguiu demonstrar que as
regides do PUL com aferéncias do CS também projetam para AM (139).

Na perspectiva de ondas multiplas, o papel do CS fica relegado a processos
de atencdo visual e movimentos sacadicos dos olhos. Apesar disso, estudos com
roedores demonstraram que o CS participa do sistema de defesa do cérebro
mediante conexdes com a matéria cinzenta periaquedutal e com a substancia negra,
estruturas envolvidas em respostas de fuga frente a predadores (43, 142-144). Além
disso, pacientes humanos com hemisferectomia apresentam percepcdo nao-
consciente de estimulos via ativacdo do CS (145, 146). Em macacos, o CS também
mantém preservada sua atividade apés hemisferectomia (147).

A distribuicao de laténcia de respostas do Estudo 1 (fig. 10) indica que
neurdénios do PUL também respondem rapidamente a estimulos de expressdes
faciais. Os dados de comportamento social do Estudo 2 ndo indicaram diferengas
entre os grupos experimentais, porém algumas tendéncias podem nao terem sido
confirmadas em fungao do pequeno numero amostral. Os dados de confronto com o
predador, por outro lado, ja mostram uma diferenca mais clara entre os grupos na
reacdo a um estimulo de ameacga. Assim, os resultados obtidos no presente
trabalho, apesar de empregarem metodologias distintas, ddo suporte a via coliculo-

pulvinar no processamento de estimulos emocionalmente relevantes.
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O presente trabalho entretanto ndo esgota a controvérsia entre os modelos de
LeDoux e Pessoa-Adolphs. As estruturas aqui analisadas mantém conexdes com
outras estruturas corticais e sub-corticais, 0 que resulta em diferentes implicagbes
para o processamento de estimulos sociais e de emogdes. Nao obstante, quando
somados a outros trabalhos da literatura, os presentes achados favorecem a fungao
de processamento rapido de estimulos relevantes da via coliculo-pulvinar em
detrimento do cértex (via retino-calcarina; fig. 23). Eles também sublinham a
necessidade de se explorar a via coliculo-pulvinar em estudos sobre disturbios

sociais, como as sindromes do espectro autista e fobias.

Figura 23. Vias visuais envolvidas no reconhecimento de estimulos emocionais (simplificadas). Via
coliculo-pulvinar (setas amarelas); Via retino-calcarina (setas azuis pontilhadas). AM = amigdala; CS
= coliculo superior; GF = giro fusiforme; NGL = nucleo geniculado lateral; PUL = pulvinar.
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9 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos dois estudos do presente trabalho corroboram a
existéncia da via coliculo-pulvinar e do seu papel no processamento de estimulos
emocionalmente relevantes. Os registros realizados no PUL indicam que este
processamento pode ocorrer rapidamente, condizente com processamento
subliminar de estimulos visuais. O carater transitério dos déficits sociais induzidos
pela lesdo no CS, sobretudo no comportamento de contato visual, sugere que essa
estrutura nao é critica para os déficits sociais encontradas no espectro autista. Por
outro lado, as diferengcas duradouras no conflito com a serpente indicam que o CS
participa do reconhecimento de ameacas. Futuros trabalhos podem explorar a
participacdo do CS na memoria filogenética de predadores, testando diferentes
estimulos de ameacga (e.g. potenciais predadores naturais e nao-naturais). Seria
importante também avaliar o impacto de lesées no CS em animais adultos, ao invés

de sujeitos infantes.
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The monkey pulvinar neurons differentially respond to emotional
expressions of human faces
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
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Recent psychological studies suggest that the amygdala is not essential for early stages of emotional facial
processing, and that the colliculo-pulvinar pathway might play this role. Nevertheless, the actual role of
pulvinar nucleus on the recognition of emotional faces remains obscure. In the present study, we recorded
single-unit activity of pulvinar neurons in 2 monkeys during recognition of emotional faces in a delayed
non-match-to-sample (DNMS) task, using human face stimuli with differing emotional expressions (sad,
angry, happy, surprised and neutral) and simple geometric pattern control figures. A total of 184 single

g‘?{‘:’:::g neurons from lateral and medial pulvinar have been sampled. From this total, 41 (22.2%) were found
Monkey to be “visually responsive”, that is, responded to one or more of the visual stimuli. Among the visually

responsive neurons, 23 responded non-differentially to all stimuli (facial stimuli and control). Another 18
responded differentially to facial identity and/or emotional expression. Response latencies of the pulvinar
neurons to these facial stimuli ranged very widely; firing onsets for 16 (39.0%, 16/41) neurons were shorter
than 100 ms, while for 13 (31.7%, 13/41) it was greater than 300 ms. The results thus indicate that 43.9%
of the visually responsive pulvinar neurons differentially responded to the emotional expressions of the
human faces. Furthermore, wide distribution of the response latencies of the pulvinar neurons suggests
that pulvinar neurons might mediate intracortical connections as well as the fast subcortical pathway to
the amygdala. These results highlight a role of the pulvinar in the processing of emotional facial stimuli.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

Emotion recognition
Facial expression
Single-unit recording

1. Introduction cess of visual threat. In their experiment, a patient with damage to

the left pulvinar showed a slower response to visual threat, indi-

The face is a primary source of information in primates’ social
communication. As primate species are generally social they tend
to rely heavily on visual signs and cues from conspecifics. One of
the proposed pathways for the processing facial stimuli involves
the superior colliculus (SC), the pulvinar nucleus of the thala-
mus and the amygdala [4,10,17,23,27]. Arecent neuropsychological
study indicated that an individual with complete bilateral amyg-
dala lesions, who cannot recognize fear from faces, nonetheless
showed normal rapid detection and nonconscious processing of
those same fearful faces [32]. This suggests that the amygdala is
not essential for early stages of fear processing, and the colliculo-
pulvinar pathway might play such role. This colliculo-pulvinar
pathway seems to provide a subcortical route to fast but coarse
information about emotional stimuli [34,35]. Ward et al. [34,35]
demonstrated the behavioral significance of the pulvinarin the pro-
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Medicine and Pharmaceutical Sciences, University of Toyama, Sugitani 2630,
Toyama 930-0194, Japan. Tel.: +81 76 434 7215; fax: +81 76 434 5012.
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0166-4328/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
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cating the pulvinar’s significance in rapid processing. Vuilleumier
et al. [33] on the other hand, found pulvinar activation to be sen-
sitive to spatial frequencies of facial stimuli. Moreover, this circuit
has even been implicated in coding emotionally relevant stimuli
in subliminal conditions (blindsight). Subjects exposed to masked
(i.e., subliminal) stimuli of fearful faces were shown to activate this
pathway in the absence of conscious awareness [15].

Interestingly the pulvinar is very minute or even unidentifiable
inrats and other small rodents. In primate evolution, it has grown to
quarter of the thalamus mass in most non-human species, “reach-
ing its greatest dimensions in the human brain” [30]. Since primate
societies employ complex facial communication, the prominence of
the pulvinar may possibly reflect a role in facial expression recog-
nition.

The pulvinar therefore has three particular features that make
it a good candidate for emotional face processing, namely: a large
expansion among primate species, which rely on facial cues for
social communication; a modulatory role in visual attention; and
anatomical connections between visual system and limbic system.
Nevertheless, the actual role of pulvinar nucleus on the recogni-
tion of emotional faces remains obscure. We therefore conducted
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monkeys
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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The ability to react fast and efficiently in threatening situations is paramount for the survival of organisms
and has been decisive in our evolutionary history. Defense mechanisms in primates rely on the fast
recognition of potential predators and facial expressions of conspecifics. The neural circuitry responsible
for the detection of threat is generally thought to be centered on the amygdala. Although it is a pivotal
structure in the processing of emotional stimuli, the amygdala does not seem necessary for the early

geywqrd&' licul stages of this process. Here we show that bilateral neurotoxic lesions of the superior colliculus in infant
ngbe’;mr cofliculus capuchins monkeys impaired the recognition of a rubber-snake in a threat-reward conflict task. Lesioned
Threat recognition monkeys were uninhibited by a snake in a food-reward retrieval task. Lack of inhibition in the task was
Ibotenic acid observed over the course of 15 weeks. The long lasting recognition impairment of a natural predator

observed here is similar to the tameness aspects of Kluver-Bucy syndrome, indicating an important role

of this structure in threat recognition.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

The ability to react fast and efficiently in threatening situations is
paramount for the survival of organisms. Defense mechanisms in
primates rely on the fast recognition of different classes of threats,
including facial expressions of conspecifics and potential predators
[12,24]. Early detection of emotional faces, particularly of anger,
fear and surprise, seems strictly related to an efficient threat detec-
tion already functional in early infancy [14]. The neural circuitry
responsible for the detection of threat is generally thought to be
centered on the amygdala [12]. Although it is well established as a
pivotal structure in the processing of emotional/threatening stim-
uli [9,15] and also to integrate gaze and head direction [29], the
amygdala seems not necessary for the early stages of this process
[30].

The subcortical visual pathway, including the superior colliculus
(SC) and the pulvinar nucleus (PUL), develops very early [5]. John-
son [7] suggested that the colliculo-pulvinar pathway, together
with the amygdala, would be the basis for further facial special-
ization in maturity. Indeed, the colliculo-pulvinar pathway has
been proposed to provide a fast route to the amygdala [8,20,21,26]
although this has been recently disputed [27]. This pathway
has been implicated in response to subliminal presentation of

* Corresponding author. Tel.: +55 61 3107 2919; fax: +55 61 3107 2926.
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emotional-relevant stimuli [13] and that it conveys such infor-
mation to the amygdala [12]. Accordingly, the colliculo-pulvinar
pathway seems to tune coarse, low-frequency emotional stimuli
[33], consistent with the fast processing required for critically rel-
evant stimuli.

Nevertheless, the SC has only been indirectly implicated in the
processing of relevant facial information and/or threatening stimuli
by a few imaging studies and theoretical proposals [10,12,13,24].
Here we show that bilateral neurotoxic lesions of the SC impair
recognition of threat in infant capuchin monkeys. In this study,
a rubber-snake was used as stimulus since snakes are invariably
regarded as a threat across all primate species [1,23,25,31] and
may have even been decisive in the evolutionary formation of the
primate visual system [6].

Six capuchin monkeys (Cebus spp.) were employed in the
present study. They were divided into two groups: SC-sham (n=3)
and SC-lesioned (n=3). One subject from the lesioned group died
after 5 weeks of surgery due to a pathogen infection. The data from
this subject were included only for the first trial. Before further
testing commenced, blood and feces exams were carried out to
ensure all other subjects were infected in any way. Upon surgery,
animals weighed from 600g to 1200g and were no older than 6
months. Testing started one week after surgery for all animals.
All subjects were born in captivity and kept in the Primate Cen-
ter, University of Brasilia, throughout the experiment. They were




