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INTRODUGAO

O termo formagdo reticular foi introduzido por
‘anatomistas no século XIX pata designar uma area extensa, fi-
logeneticamente antiga, do tronco cerebral (entendido aqui
como abarcando medula oblonga, ponte e mesencéfalo},caracteré
zada estruturalmente por apresentar agregados difusos de cé-
lulas de diferentes tipos e témanhos, separédos por uma ri
ca malha de fibras que trafegam em miltiplas direg¢des. A for
magao reticular nd3o apresenta, porém, nenhum aspecto histold-~
gico qﬁe;isolado, a diferencie de outros territdrios nervosos
centrais (RAMON-MOLINER & NAUTA, 1966% sendo, para tanto '
por demais impreciso o crité:io adotado pelos anatomistaé
cldssicos. Compreende-se, assim, que, até certo ponto, a deli
mitagdo dos territdrios neurais abarcados pela expressio "for
magao reticular" seja tarefa arbitriria e bastante relaciona-
da a meros‘hébitos de linguagem dos neurocientistas. Assim ,
por exemplo, alguns agrupamentos celulares.bem delimitados do
tronco cerebral, comb o nicleo rubro, o complexo. olivar infe-
rior e os nicleos dos nervos cranianos nao sdo habitualmente
incluidos na formagao réticular; outros agrupamentpss neuro-
nais nao tao bem circunscritos, como o nicleo reticular late~
ral e o nicleo reticular tegmental da_pdnte,'embora pudessen
ser encarados como parte - - da formacgao reticular em funcao
de sua estrutura anatomica, nio o sido pelos fisiologistas .
provavelmente por se proj.etarem densamente apenas para o cerebelo, o
que os diferenciaria funcionalmente dos demais ntcleos reticula

res. Os nicleos da rafe, embora apresentando estrutura reticu



lar e funcionalmente relacionados com a formagao reticular,
nem'sempre‘sao inclﬁidos nesse complexo nuclear (BRODAL,1981).

A primeira tentativa sistemitica de parcelamen-
to citoarquitetanico da formagao reticular foi feita por OLS-
ZEWSKY (1954), que, utilizando material corado pela técnica
de Nissll, subdividiu essa regido em grupos celulares mais
ou menos bem circunscritos. Sem entrarmos em pormenores ’
mencionaremos aqui, apenas, alguns nicleos reticulares mais
importantes no contexto da presente tese (para descricdes de
talhadas ver BRODAL, 1957; VALVERDE, 1961). Assim, no bul
bo, encontramos os nicleos reticuléresﬁ,ventral, gigantocelu
lar, lateral e paramedianos. Na ponte destacam-se os na~
cleos reticulares caudal e oral da ponte e o niicleo
reticular tegmental da ponte ( de Bechterew ), enguanto na
'transigao pontino-mesencefalica situam-se o niicleo tegw

-mental pedunculopontino, o locus coeruleus e a area.para-

braquial-(BRODAL, 1957, 1981). O'nﬁciep reticulai oral da éog
te se coﬁtinua, de forma gradual, com a formacao reticular nme
éenceféliéa. Mencionaremos, finalmente, 0 complexo da rafe,cu
jos niicleos ocupam a linha mediéna do tronco cerebral desde a
medula oblonga até o mesencefalo, destacando~se, 50 bulbo ,
o niicleo magno da rafe e, no mesencéfalo e no istmo do romben
céfalo, os niicleos dorsal e mediano da rafe. £ importante res
saltar que, sobretudo em suas porgcoes pontina e bulbar, o cer
ne da formagéo reticular pode ser grosseilramente subdividido,

do ponto de vista citoarguitetdnico, em uma regiao magnocelu-

1 Em apendice, no final desta tese, o leitor interessado po-

dera encontrar uma breve discussdo de alguns dos princi-
pals métodos utilizados em pesquisas neuroanatdmicas.



lar, que ocupa aproximadamente os dois tercgos mediais da for-
magao reticglar, e outra parvocelular, restrita primariamente
ao tergo lateral da referida estrutura. A porgdo medial magno
celular &€ constituida basicamente pelos ji referidos nlicleos
reticulares ventral, gigantocelular, caudal da ponte e oral da
ponte, em seqﬂénbia caudo-rostral, devendo~se destacar que as
transigoes entre esses niicleos sdo muito graduais.

Entre as conclusoes sugeridas por estudos da

formagao reticular com as técnicas de Golgi (ver, por exemplo,

SCHEIBEL & SCHEEIBEL, 1958; VALVERDE, 1961; RAMON~-MOLINER &
NAUTA, 1966), as sequintes rerecem enfase. Os dendritos dos
neurdnios reticulares sdo tipicamente longos, retilineos e
pouco ramificados, e mantém contacto Intimo com feixes longi-
tudinais de fibras que trafegam pela regiao; éxiste un eleva-
do grau de superposicdo entre os campos dendriticos de neurd
- nios diversos, o gue ven a obscurecer parcialmente as frontei
ras nucleares determinadas com os métodos de Niésl. Ao contra
rio do quelsupunham os neurcofisiologistas, a maioria dos neu
ronios reticulares, especialmente daqueles situados nas areas
mediais, & do tipo.I de Golgi; seus axOnios freqﬁentemente se
dicotomizam em um ramo ascendente, que pode atingir dreas pro
sencefilicas, e outro descendente, que pode alcancgar a medula
espinal. Ao longo do seu trajeto longitudinal, os axdnios dos
neurdnios reticulares em pauta emitém numerosas ramificagaes
colaterais que estabelécem contactos sinapticos com as arbori

zagoes dendriticas de outros neurdnios reticulares. E  facil

perceber que as particularidades que acabamos de mencionar su
gerem a existéncia de um amplo substrato anatdmico para fend-

menos de integragido funcional longitudinal ao longo da forma



¢ao reticular, bem como para a concatenagio entre acgdes as-
cendentes e descendentes da formagao reticular. Os neurdnios
pertencentes ao tergo lateral da formagao reticular sdo célu-
las relativamente pequenas, cujos axénios, curtos, parecem -
se projetar para os dois tergos mediais da referida estrutu-
ra..Também importante & a observacgdo de gue neurdnios senso~
riais de segunda ordem emitem ramos colaterais predominante -
mente para as porgOes laterais da formagao reticular, enguan
to os colaterais das vias longas descendentes (como a via pi-
ramidal) ou ascendentes (como o trato espinotaladmico lateral)
se dirigem fundamentalmente para as areas mediais magnocelula
res. Esses dados sugerem que a por¢cdo medial magnocelular po
deria ser encarada como a regiao "motora" ou "efetora" da for
magcao reticular, enquanto a porgdo lateral parvocelular fun;
cionaria primariamente como uma regido "receptora " ou " de
_associagao",cuja atividade modularia de forma direta apenas o
funcionamento dos territdrios mediaisi"efetores", da formagao

reticular (BRODAL, 1957, 1981).

CONEXOES ANATOMICAS ENTRE A FORMACAO RETICULAR E OUTRAS AREAS

DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Além das conexdes intrinsecas da formagido reti-
cular, existem conexdes longas que bermitam uma comuniéagéo
direta ou indireta entre a formagao reticular e muitas outras
dreas do sistema nervoso central. Dada a sua importdncia y
tais conexoes longas ja foram objeto de inlimeras  investiga-—
¢oes que utilizaram desde os métodos neuroanatdmicos c¢lassi

cos de degeneracao retrOgrada e anterdgrada até as técnicas



auto~radi6gréficas e histoquimicas recentes. DeséreveremOS'rg
sumidamentg,a seguir, algumas das principais conexdes aferen
tes e eferentes conhecidas da formacao reticular. |

As conexOes longas que deixam a formagcao reti-
cular podem~se subdividir em trés grupoé: as que se dirigem
ao cerebelo, as descendentes para niveis espinais, e as ascen
dentes que atingem niveis mais altos do sistema nervoso cen-
tral.

O cerebelo & uma das estruturas gque recebem am-~
plas projecoes da _-formaééo reticular. Estudos cléésicos de
degeneragao retrdgrada (BRODAL, 1957) e, posteriormente, com
o método da peroxidase (BATINI et alii, 1978; ELLER & CHAN-
PALAY, 1976):evidenciaram que o cerebelo recebe projecdes do
nuclec reticular tegmental da ponte e dos nficleos reticulares
bulbares lateral e paramediancs. Trabalhos mais recentes mos
-traram que também a drea parabraquial (BATINI et alii, 1978;

SOMANA & WALBERG, 1979) e o locus coeruleus (PICKEL et alii,

1874) se projetam para o cerebelo. Parece que o nicleo reti-
cular lateral, os paramedianos e o nicleo tegmental da ponte
se projetam exclusivamente para o cerebelo, como evidencia a
perda praticamente completa de células observada ﬁesses na-
cleos apds a deécerebelagao (BRODAL, 1957). Por representarem
varios dos niicleos do tronco aqui citados estagdes terminais
de fibras provenientes da medula eséinal e do ntcleo do trato
solitario, as suas proje¢des para o cerebelo poderiam carrear
informagoes provenientes da periferia somética e visceral.
Investigagoes que se valeram das técnicas de de
generagﬁo retrograda, de MARCHI e de NAUTA {ver BRODAL, 1957,

1981) revelaram a existéncia de amplas proje¢bes reticuloespi



nais que, basicamente a partir dos dois tergos mediais da for
magao reﬁicular bulbar e pontina, se dirigem, correndo sobre-
tudo no funiculo ventrolateral, predominantemente para re-
gides intermedidrias do corno ventral da medula espinal que
contém neurdnios internunciais que se projetam para moténeurg
nios: As fibras reticuloespinais pontinas provém'principalmeﬂ
te da parte caudal do nlcleo reticular dral da ponte e da par
te rostral do nacleo reticular caudal da ponte, enquanto as
bulbares se originam sobretudo no nicleo reticular gigantoce-
lular. Fato importante & a coincidéneia parcial entre os:texr
ritériﬁs que recebem projegoes espinbrreticulares e as re-
gices de origem das vias reticuloespinais o que sugere a exis
téncia de algas espino-reticulo-espinais, pfbvavelmente envol
vidas em atividades motoras rapidas em resposta a informagdes

sensoriais ascendentes (ZEMLAN & PFAFF, 1979). Devemos salien

.tar também gque as mesmas éreas reticulares citadas sao alvo

de projegﬁes-corticorreticulares, © que indica a existéncia
de vias c5rtico—reticulowespinais, consideradas inmportantes
no contexto dos mecanismos motores ditos extrapiramidais. Re-
centemente, trabalhos utilizando a peroxidase do rabano sil-
vestre (HRP) (BASBAUM & FIELDS, 1979; TOHYAMA et é&, 1979;
ZEMLAN & PFAFF, 1979), nostraram gue também a formagao reticu

lar mesencefalica, o locus coeruleus, a drea parabraquial ,

o nlcleo magno da rafe e alguns distritos laterais do tegmen-
to pontino se projetam para a medula espinal. Estudos auto-ra
diograficos e histoquimicos recentes revelarém ser muito mais
extensa do que se supunha a distribuicao espinal das proje~

¢oes reticulares. Assim, as regides da substéncia cinzenta da

El



medula espinal que albergam neurdnios simpaticos pré-ganglio-
nares e motoneurdnios somaticos parecem reéeber proﬁegaes di-
retas da formagao reticular muito mais densas do que se écrew
_ditava antes (HOLSTEGE et alii, 1979). O corno dorsal da medu
la espinal recebe aferéncias provenientes do nlicleoc magno da
rafe (BASBAUM et alii, 1978) e do nficleo reticular gigantoce-

lular (HOLSTEGE et alii, 1979). O locus coeruleus, por sua

vez,kdé origem a fibras noradrenergicas que se distribuem pa-
ra a quase totalidade da substancia cinzenta ao longo de toda
a extensao da medula espinal (NYGREN & OLSON, 1977).

- Os métodos de Golgi revelaram a existéncia de
projecoes da formag¢do reticular para todos os niicleos de ner
vos cranilanos do tronco cerebral (SCHEIBEL & SCHEIBEL,1958),0
que ja foi em parte confirmado pela auto-radiografia {GRAY-
BIEL, 1977); essas pfojegSes'repr@sentariam importantes elos
em vias oligossindpticas que vao do cbdrtex cerebral até  ni-
cleos de nervos cranianos.
| A regiao medial da formaééo reticular pontina e
bulbar, sobretudo a metade caudal do niicleo reticular giganto
celular e o distrito caudal do niicleo reticular caudal da pon
te, parece emitir projecOes ascendentes longas (BRODAL, 1957, 1981) .
Com técnicas de degeneragao anﬁerégrada, NAUTA & KUYPERS
{(1958) verifiéaram que essas fibras ascendentes se ~ dirigem
tanto para amplas regioces da propria formagdo reticular como
para a substancia cinzenta periaquedutal, colicule superior,

area pré-tectal, regido subtaldmica e niicleos talamicos intra

laminares. Estes Ultimos, por sua vez, projetam-se diretamen-

te para extensas areas do cOrtex cerebral e para os niicleos



caudado e putamen (CARPENTER, 1976; HERKENHAM, 1980; JONES &
LEAVITT, 1974; NAUTA & DOMESICK, 1979). Devemos ressaltar que
os locais de origem das fibras reticulares ascendentes longas
coincidem parcialmente com as areas nas guais terminam as fi-
bras espinorreticulares, o que sugere a existencia de vias
oligossinapticas - espino-reticulo-prosencefilicas.

EDWARDS (1975) e EDWARDS & de OLMOS {.1976), em
estudos auto-radiograficos, descreveram projec¢des da formagdo
reticular mesencefalica para a regido subtalamica e para os
nicleos talamicos intr&laminares, bem como para as porgoes ponti
na e bulbar da formagac reticular. Os mesmos autores observa
ram tambem que regices laterais da formagdo reticular meseﬁcg
falica se projetam para estruturas limbicas e hipotaldmicas ,
que recebem ainda densas projegces de distritos paramedianos
da formagao reticular mesencéfélica, de acordo com as observa
.¢Oes classicas de NAUTA & KUYPERS (1958).

A-érea parabragquial se pfojeta tantoﬂpara o] téia-
‘mo "especifico" como para territorios limbicos e hipotalimi -
cos (NORGREN, 1976; NORGREN & LEONARD, 1973). Recentemente,
KOH & RICARDO (1978), valendo-se de métodos auto-radiografi -
cos e do método histoguimico da _HRP , sugeriram a exis-
téncia de uma segregagdo funcional no seio dessas projecgdes,
ao constatarem que a porgdo "gustativa® da &rea parabraguial,
envia fibras basicamente para o nicleo gustativo do talamo,
enquanto a regiao "interoceptiva" da referida estrutura do
tronco cerebral se projeta predominantemente para territdrios
limbicos.

As projegaes {(noradrenérgicas) ascendentes difu -

sas do locus coeruleus atingem, entre outras estruturas, ex-




tensas &reas corticais, nlicleos tallmicos intralaminares, re-
gido subtaldmica, hipotdlamo lateral, drea pré-dptica e com-

plexo septal (LINDVALL & BJORKLUND, 1974; PICKEL et alii ,

——

1974} . O prosencéfalo recebe ainda projeces de pequenos agre-
gados neuronais catecolaminérgicos situados na formagio reti-
cular pontinobulbar (LINDVALL & BJORKLUND, 1974). 'O princi-
pal contingente de inervagao serotonérgica para o prosencéfa
lo parece provir dos nilcleos mediano e dorsal da rafe mesence
falica (KELLAR et alii, 1977); essas fibras atingem muitas es
truturas, entre as quais o cOrtex cerebral, os nlcleos cauda-
do e putdmen, o hipocampo, o coﬁplexo amigdaldide, a area sep
tal, o hipotalamo e os nlicleos taldmicos ndo-especificos (CoN
RAD et alii, 1974). Utilizando métodos histoguimicos, SHUTE &
LEWIS (1967) descreveram projegCes colinérgicas da formagdo
reticular mesencefilica principalmente para o tdlamo nido-espe
~cifico e para infimeros territérios hipotalamicos e limbicos.

Examinemos agora, sucintamente, algumas das
ﬁrincipais conextes aferentes conhecidas da formacao reticu-
lar, lembrandoc que o elevado grau de convergéncia de informa-
¢oes neurais para a formag3o reticular & um dos aspectos mais
comumente enfatizados em abordagens funcionais dessa regido
do sistema nervoso central.

O cerebelo se projéta densamente para a porg&b
parvocelular da formagao reticular, para a formagdo reticular
nesencefalica e para os nicleos reticulares tegmental da ponte,
oral da ponte, caudal da ponte e paramedianoé do bulbo (ver ,
por exemplo, FAULL, 1978; FAULL & CARMAN, 1978).

A medula espinal também se projeta importante-

mente para a formagao reticular. As vias espinorreticulares
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se originam no corno dorsal em niveis cervicais, toricicos e
lombares, aécendem peiq funiculo ventrolateral acompanhando o
trato espinotalamico e terminam na formagao reticular pontina
e bulbar;envolvendo predominantemente a regiao magnocelular
e, também, o niicleo reticular lateral, os nicleos paramedia-
nos e o nucleo reticular tegmental da ponte ( ROSSI & BRO-
DAL, 1957; MEHLER et alii, 1960). A regido correspondenté ao
nicleo reticular parvicelular praticamente nao recebe fibras
espinais (BRODAL, 1957). As projegdes espinorreticulares ‘rew
presentam um possivel substrato anatdmico para o acesso a
formacao reticular de informagoes aferentes carreadas pelos
nervos espinais. Além disso, como varios dos agrupamentos celula-
res reticulares inervados pela medula espinal se projetam ,
por sua vez, para o cerebelo, algumas das projecoes espinorre
ticulares poderiam estar vinculadas a vias espino—reticulo -
‘cerebelares capazes de conduzir informagdes sensoriais ao ce-
rebelo. _ .
Vvarios agrupamentos sensoriais secundarios vin-
culados aos nervos cranianos também emitem projegdes para a
forma¢ao reticular. Assim, a adrea parabraquial recebe densas
projegoes do nicleo do trato solitdrio, tanto da éua parte
caudal, "interoceptiva" (RICARDO & KOH, 1978), como da sua
porgdo rostral,"gustativa“ (KOH & RICARDO, 1978; NOﬁGREN &
LEONARD, 1973). Nucleos vestibulares} trigeminais e auditivos
também enviam projec¢les para a formaéio reticular (ver BRO—
DAL, 1957, 1981). Impulsos Opticos poderiam ter acesso-a& for
magao reticular por meio, por exemplo, das projegbes tectorre
ticulares provenientes das camadas profundas do coliculo su-

perior (GRAHBAM, 1977), enquanto informagdes olfativas atingem
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a formagao reticular. mesencefilica provavelmente por intermé-
dio do fasciculo prosenceféliéo medial (MOTOKIZAWA, 1974) '
que percorre a area hipotalimica lateral.

As conexOes corticorreticulares constituem uma
maci?a projecao que se origina fundamentalmente em areas cor-
ticaié sensitivo~motoras, com alguma contribuicdo de outras
areas (temporal e ocipital), Essas fibras corticifugas, en-
tretanto, nao suprem com igual intensidade a formacdo reticu~
lar, mas terminam predominantemente em uma area caudal que
coincide com o nGcleo gigantocelular éemawmaéreaxmds rostral
que inclui os nlcleos reticulares caudal e oral da ponte (ROS
SI &'BRODAL, 1956), havendo também uma projegao direta para a
formagdo reticular mesencefilica (VALVERDE, 1962). Ha ainda
fibras corticifugas que terminam nos nficleos reticulares late
ral, paramedianos bulbares e tegmental da ponte; essas fibras
-poderiam representar parte de rotas cértico«reticulo~cerebe1§
res (ver BRODAL, 1981). |

Os niicleos da base também se projetam para a
formagao reticular. Assim, o segmento interno do globo palido
(ponto de origem da principal‘via de saida do corpo estria-
do) envia fibras para a parte compacta do nicleo tegméntal pe
dunculoéontino (ver NAUTA & DOMESICK, 1979); esse mesmo na-
cleo reticular recebe‘projegaes da parte compacta (dopaminérQ
gica) da substancia negra (BECKSTEAD et alii, 1979). Observa-
¢Oes auto-radiogrificas (RICARDO, 1981) indiéam a existéncia
de amplas proje¢Ges da zona incerta e do nﬁcleo. do campo H,y
de Forel (regido subtaldmica) para a formagdoc reticular mesen
cefélica, para o nicleo tegmental pedunculopontino e para a

porgao medial magnocelular da formacdo reticular pontina e



bulbar.

Ainda entre as fibras que se dirigem & formacio
reticular, encontram-se as de origem em estruturas hipotaldmi
cas e limbicas. Assim, as &reas hipotaldmica lateral, pPré-op
tica e septal, e, em algumas espécies, a formagao hipocampal,
se projetam para &reas reticulares mesencefalicas, sobretudo
para as estruturas paramedianas que, em conjunto, constituem
a chamada area limbica mesencefdlica de Nauta (NAUTA, 1958 ;
NAUTA & HAYMAKER, 1969); essas conexOes fechariam circuitos
1imbico-hipotaldmico-mesencefilicos bidirecionais tidos:. como
de importancia central na regulagao de processos autondmicos,

enddcrinos e comportamentais.

Ao considerarmos as conexoes,em parte recipro-
'céé, da formagao reticular com outras areas do sistema nervo
so, pudemos constatar a existdncia de um rico substrato anatd
mico para uma integracgao funcional estreita entre a referida
estrutura do tronco cerebral e dreas prosencefalicas, espi-
nais e cerebelares, bem como antever o fato de que poucos do
minios neurais escapam & esfera de influéncia da = maquinaria
reticular. Uma discussao extensa do envolvimento darformagéo
reticular em mﬁltiplés fungGes e disfuncdes do sistema hervg
sO fugixia ao eséopo do presente trabalho (para revisces re-
centes o leitor interessado podera consultar, por exemplo ,

HOBSON & BRAZIER, 1980); faremos apenas, a sequir, uma breve
mengdo a alguns pontos particularmente relevantes no contexto

desta tese,.

Em 1949, em um trabalho que se tornou classico,
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MORUZZI & MAGOUN descobriram que a estimulagao elétrica da for
magdo reticular leva a uma ativagdo eletrocorticogféfica gene-
ralizada. Essa observacao foi rapidamente confirmada, e, asso-
ciada a experimentos subseglientes, deu origem a idéia de que
um "sistema ativador ascendente", a partir da formagao reticu-
lar - do tronco, :.:., se projeta aifusamente sobre o ¢6rtex
cerebral e requla o nivel geral da atividade cerebral, estando
conspicuamente envolvido no controle do ciclo vigilia~sono e

de praticamente todos os outras aspectos da chamada "atividade

nervosa superior" (para revisoes, ver LINDSLEY, 1960; LURIA ,
1981; MORGANE & STERN, 1974; MORUZZI, 1972).

Numerosos experimentos envolvendo lesoes e tran-—
secgoes do tronco cerebral evidenciaram o papel crucial do disg
trito mesencefalico da formacao reticular nesses circuitos ati
vadores ascendentes (ver MORUZZI, 1972). Essa nocao foi recen-
"témente fortalecida por resultados obtidos com unidades isqla~
das (ROPERT & STERIADE, 1981; STERIADE et alii., 1980). Mais
recentemente, experimentos envolvendo a aplicagao de &cido cai
nico & formagao reticular mesencefdlica indicaram que a ativa-
¢ao induzida pela estimulagdo elétrica dessa estrutura se deve:
realmente 3 excitacgio de.corpos celulares de neurdnios reticu-~
lares e nao 3 estimulacdo de fibras de passagem (KITSIKIS &
STERIADE, 198l). Nesse contexto, & muito importante salientar
que, considerados em conjunto, os reéultados de inumeros estu-
dos ex@erimentais indicaram que a "maior parte da atividade es
pontadnea da formagdo reticular mesencefdlica ndo & autdctone ,
mas requer um suporté adeguado de inflﬁéncias ascendentes ou
descendentes” (MORUZZI, 1972, ?.45).'

A partir dessas observagSéS‘ pode-se inferir
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que um conhecimento preciso das conexces aferentes da férma -
¢ao reticular mesencefdlica &, sem dlivida, fundamental para
O progresso das idéias em mlltiplas dominios funcionais de
grande importancia, Entretanto, quase todo o nosso conhecimen
to anatOmico atual sobre essas aferéncias provém de  estudos
de rastreamento anterogrado de fibras que se originam em ou-
tras estruturas cerebrais e que tém como um de seus alvos a
formagaoc reticular mesencefalica. Nos poucos casos em que al-~
gunas conexoes aferentes da formacgao reticular mesencefilica
foram investigadas com a técnica de mapeamento retrogrado pe-
la HRP, os autores restringiram seu interesse a projecgoes par
ticularés (por exemplo, no gato, RINVIK et alii, 1976; PARENT
& STERIADE, 198l), ou injetaram simultaneamente outras estru-
turas mesencefalicas nas guais estavam primariamente interes-
sados (por exemplo, GROFOVA et alii, 1978, no gato; MORRELL
et alii, 1981, no rato).

O presente trabalhoirepresenta uma tentativa
sistematica de estudar, pelo método de marcacio retrdgrada
que utiliza a peroxidase do rabano silvestre (HRP), as cone-
xBes aferentes da ﬁormagao reticular mesenéefélica no ratec ,
espécie na qual varios aspectos do ciclo vigilia-sono ja  fo-
rmnanal&ﬁdos (ver, por exemplo,. . TIMO-IARIA et g;ié,kl970; LID-

BRINK, 1974; RICARDO et alii, 1980; TAMASY et alii, 1980),
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MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho utilizamos 44 ratos albinos
adultos, fémeas, cujos pesos variaram entre 160 e 205g. Nosso
objetivo foi realizar injecOes unilaterais de HRP emléréas cau
dais, rostrais e laterais da formagado reticular mesencefilica

(FRM) .

PROCEDIMENTO CIRIRCICO PARA A INJECAO INTRACEREBRAI, DA ENZIMA

Os animais foram anestesiados com hidrato de clo
ral a 10% (Merck) injetado intraperitonealmente na dose de 0,4
nl/100g de pesoe a sequir ;olocados em aparelho estereotaxico
(DAVID KOPF) proprioc para ratos. ApbOs uma incisdo ao longo da
linha mediana da pele que recobre o crénio, expinhamos a tabua
Ossea e efetudvamos o alinhamento do eixo dntero-posterior. A
éeguir, com o auxilio de uma broca edoﬁtolégica, removiamos u-
ma pequena extensao Ossea (de 3 a 6 mm) na regifio que recobre
o pblo frontal do hemisfério cerebral direito, com a finalida-
de de expor‘a veia cerebral sﬁperior; localizada entre o pdlo
frontal e o bulbo olfativo; essa veia era a nossa referéncia
para a coordenada antero-posterior. Em seqguida, explinhamos o
seio venoso longitudinal superior, que nos servia como referéen
cia para a coordenada lateral. |

A seguir, calcﬁladas as coordenadas antero-pos-
terior e lateral'desejadas, procediamos d trepanacao de uma a-
xea de aproximadamente 2 mm de difimetro para a introducdo  da

micropipeta contendo a HRP. A leitura do zero vertical nesse
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ponto se fazia com a dura-mater intacta e ligeiramenté pressio
nada pela micropipeta. Em éeguida, perfuravamos as meninges e
introduziamos a micropipeta ate atingir a area cerebral visada
em nossos experimentos. As coordenadas utilizadas foram estabe
lecidas primariamente com o auxilio do atlas de KO®NIG & KLIPPEL
(1963), e modificadas de acordo com oOs fesultados que iamos ob
tendo.

A injegao da enzima demandava o contacto e
létrico entre a solugao de HRP e o inodo de uma fonte eletroni
ca de corrente (MIDGARD ELECTRONICS, Watertown, Massachusetts);
o contacto era estabelecido por um fio de prata introduzido na
micropipeta. O circuito se fechava com a ligagao do catodo a
pele do animal. Uma corrente constante, que variava entre 0,5
e 1,0 uA, passava pela solucao durante 1,5 a 6,0 min. Terminada
a injegéo de HRP e decorridos 5 min apdos a fonte ter sido des-
~ligada, a micropipeta era retirada do cérebro e a incisao cuta
nea suturada. Esse método, com algumas modificagaes, correspon

de ao originalmente desenvolvido por GRAYBIEL & DEVOR (1974).

PREPARO DA MICROPIPETA

As micropipetas eram preparadas a partir de capi
lares de vi@ro; com o auxilio de um estirador (DAVID KOPF) ob-
tinha-se um diametro interno de ponta que _ variava entre
12 e 20 pm. Em seguida’as pipetas eram preenchidas, sob micros
copio, com uma solugcao a 13% de HRP (SIGMA, tipo VI) em tampao

TRIS-HCl a pH 8,6.
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PERFUSAO E MICROTOMIA

Apds a cirurgia, os animais eram mantidos em gaio
las individuais por um periodo de 48 horas; a nossa inteng3o e-
ra estabelecer um valor para o tempo de sobrevida gque ndo alte-
rasse os limites da area injetada (NAUTA et alii, 1974) e (que
fosse compativellqom a velocidade de transporte axoplasmitico
(La VAIL & La VAIL, 1975; SJasTRAND & FRIZELL 1975) e condizen-
te com trabalhosrfeitos em outras areas da Formagao Reticular
(ANDREZIK et alii, 19815. Decorridas as 48 horas, os animais e-
ram novamente anestesiados e submetidos a perfusao intracardiam‘
ca, primeiramente com 50 ml de solucao fisioldgica a 219C, aos
quais se seguiam 600 ml da solucdo fixadora (paraformaldeido a
11,08, glutaraldeido a 1,25% em tampio fosfato 0,1 M, pH 7,4) & mes-
ma temperatura; a solugao_fixadora fluia pelo animal por 30 mi-
.nutos, em fluxo primeiramente rapido e posteriormente lento.

Com a finalidade de remover o excesso de aldeidos
livres que poderiam interferir com a reagao histoquimica e tam-
bém visando & crioprotegao, perfundlamos o animal com 600 ml de
uma terceira solugao de sacarose a 10% em tampao fosfato 0,1 M,
pH 7,4, a 49C. Toda a nossa perfusao baseou—se_no' procedimento
II de ROSENE & MESULAM (1978). \

Imediatamente apds a passagem da terceira solu -
¢d0, o cérebro era cuidadosamente rétirado e mantido nessa mes?
ma solugao, a 49C, por um perioao que f-variQuT-;"de 2 horas a
3 dias.

A etapa sequinte consistia na microtomia em micré
tomo de cbngelagao (AMERICAN OPTICAL COMPANY, mod. 840C), com o

auxilio do qual obtinhamos cortes frontais com espessura de
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50 ym. Em 17 animais retiramos também a medula espinal, cuja
microtomia seguiu o mesmo padrio. Tédos os cortes seriadogs do
encefalo e 1 a cada_S cortes da medula eram colocados em 6 com
partimentos contendo tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, e estocados

a 49C por uma noite.

REACAO HISTOQUIMICA

Apds esse periodo, procediamos i feagﬁo histoqui
mica para evidenciar a‘HRP, utilizando como crombgeno a 3-3' -
5-5' tetrametilbenzidina (TMB), escolhida entre outros cromdge
nos (MESULAM, 1978) de acordo com a técnica de MESULAM et alii
(1980» que se subdivide nas 4 etapas seguintes:

a) lavagens sﬁcessivas em agua destilada;

b) periodo de incubagﬁo de 20 minutos com © cro-
“mdgeno (TMB) em meio alcodlico (15 mg TMB/7,5 ml de etanol a
409C) tamponado, ao gqual se acrescentava nitroprussiéto de s0-
dio com a finalidade de estabilizar a reagdo (300mg de nitro -
ferricianeto de sédio em 15 ml de tampao acetato 0,2M, pH 3,3,
e 277,5 ml de agua destilada);

- c)reagao enzimatica propriamente difa, iniciada
com a adigac de H;0, ao meio (9 a 12 ml de H,0, a 1%), por 20
minutes, ao abrigo de luz. O complexo HRP.HZOz,formado ao se a
crescentar o peroxido de hidrogenio, oxida o cromégeﬁo, resul -
tando‘em precipitado colorido que indica a aﬁividade da peroxi

dase;
d) interrupgao da reagao por meio de lavagens su

cessivas em tampao acetato 0,01 M, gelado, a pH 3,3.

Os cortes eram montados em laminas previamente
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recobertas com gelatina -~ allimen de cromo, tendo-se o cuidado
de ndo ultrapassar o'periodo‘de 4 horas para a montagem, tempo
ideal maximo para os cortes permanecerem no tampao,

Apds secagem ao ar por um periodo minimo de 24
horas, efetu@vamos uma coloragdoc para facilitar a identifica-
gdo citoarquitetdnica das diferentes areas cerebrais, utilizan
do uma solugac de vermelho neutro a 1% em tampac acetato, pH
4,8. Em seguida os cortes eram desidratados rapidamente para

evitar perda do produto de reagdo e montados em bAlsamo do Ca-
nada (Merck).

Todo o material era examinado com microscopia de
campo claro (ZEISS MOD. WL), e os locais que apresentavam cor
pos celulares de neurdnios com depdsito de HRP ( ver NAUTA et
alii, 1974) eram assinalados em esquemas de cortes seleciona-
dos. Os neurdnios marcados com a enzima foram contados em va-
_rios dos experimentos com a finalidade de se obter uma idéia
mais precisa acerca da densidade das progegoes e de possiveis
dlferengas quantitativas entre as aferen01as de areas caudais,
rostrais e laterais da formacgaoc reticular.

Na descrigdo de nossos resultados, o termo “niime
ro total de células" (JACKSON &\CROSSMAN, 1981) denotara o ni-
mero total de neurdnios marcados encontrados em uma determina-

da estrutura a cada 150 um.



RESULTADOS

LOCAIS DE INJECAO DA PEROXIDASE

Confirmando o que ja foi descrito pPOr nNuUmMerosos
autores (por exemplo, MESULAM, 1978; MORRELL et alii,1981), u-
ma série preliminar de experimentés revelou que é TMB indica
um local de injegéd muito maior do que aqﬁele revelado pela
teécnica (muito menos sensivel) qué emprega a diaminobenzidina
como cromogeno. E bem sabido, por outro lado, que a delimita -
¢do precisa de um sitio de injegdo de HRP & uma das principais
dificuldades com que se defronta o pesquisador que utiliza es-
se método (ver, por exemplo, BRODAL, 1981). Com o propdsito de
nao subestimar a area maxima de captacdo da peroxidase, consi-
deramos, como local de iniegée,.tanto a regiao central bastan-
te densa como © halo mais difuso que a circunda.

Dos 44 animais injetados, somente em 15 obtive -
mos injegOes de HRP praticamente confinadas d formagdo reticu
lax mesencefalica; apenas as observagdes feitas nesses animais

serao mencionadas nesta tese.

LOCALIZACAO DOS PERICARIOS MARCADOS PELA HRP

Infimeras estruturas situadas em varias areas ce~
rebrais apresentaram neurdnios com reagdo positiva para a pero
xidase apds a injegao dessa enzima na formagdo reticular nesen
cefalica. A Tabela I relaciona essas estruturas, a sua lateraw

lidade, e uma estimativa do nlimero relative de neurdnios marca

—
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TABELA I - RESUMO DAS CONEXOES AFERENTES DA FORMACAO RETICULAR ME-
SENCEFALICA - A

REGIAO DE NEURONIOS MARCADOS | 1aTERALIDADE

IPS0O CONTRA,

TELENCEFALO

. *
Cortex cerebral

Area préecentral lateral +++
Area pré-frontal , ++
Area cingulada posterior +
Erea somatossensorial (Sm:T) ' +
~ Complexo amigdaldide, niicleo central +
Nicleo entopeduncular +
DIENCEFALO
Regido subtaldmica, zona incerta e campos de Forel  +++ o+

NOcleos hipotal@micos

Anterior _ +

bDorsomedial n : +
Lateral ‘ +
Posterior +
Ventromedial +
Areas‘préhéptica, nacleo lateral 7 ' v +
Area pré-Optica, nlcleo medial a +
Tadlamo, nicleo ventromedial - +

MESENCEFALO_E REGIAO DO ISTMO DO ROMBENCEFALO

Substéncia cinzenta central _ 4+ +

Formagao reticular mesencefilica (7)) 4+
Area parabraquial, divisdes medial e lateral ++ e
'Coliéulo'superior, estrato cinzento profundo +4 +

Subst@ncia negra, parte reticular ++

NGcleo intersticial de Cajal | + +




TABELA I (Continuacio)

Nlacleos da comissﬁra posterior L+
Area tegmentél ventral de Tsai : +
Locus coérulus ' +
Nicleo da Darkschewitsch 4+
Nicleo dorsal da rafe | ' . _'+
Nicleo tegmental dorsolateral ‘ ' +
Nicleo tegmental pedunculopontino, parte compacta ﬁw
Substdncia negra, parte compacta : +
| PONTE
Nicleo reticular caudal da ponte bt
Niicleo reticular oral da ponte | ‘+++m
Nicleos do lemnisco lateral +
Nicleo magno da rafe +

NGcleo sensitivo principal do trigémeéo
) .
CEREBELO
Nﬁcieo interpdsito
Nﬁéleo lateral

Nicleo medial

MEDULA OBLONGA

Nacleo reticular gigantocelular .
Nicleo espinal do trigémeo, parte oral* | +
Nacleo reticular parvocelular , +
Niocleo reticular ventral _ ' +
Nicleo vestibular medial s
NiGcleo vestibular descendente (inferior) +

Nicleo cuneiforme

+++

++

s

ot

++

++
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TABELA I (Continuacao)

MEDULA ESPINAL

Segmentos cervicais : +

Arroladas estdo todas as estruturas cerebrais gque consistentemente al
bergavam neurdnios marcados na maioria dos 15 experimentos cujos lo-
cais de injegao de HRP estao ilustrados na Fig. 1. Em 8 desses casos
a medula espinal também foi examinada. A densidade rélativa de neurd
niso marcados estd indicada belos seguintes simbolos: +++, alta; ++,
moderada; +, baixa. As estruturas assinaladas com um asterisco sao
aquelas nas quais diferengas topograficas foram observadas (ver tex-
to); nesses casces, a densidade de marcagéo neuronal indicada na 'Tabg
la se refere & constatada apbs injegdes de HRP na porgao rostral  da
formagao reticular mésencefélica..(?) = jincerto; ipso = ipsolateral ;

contra = contralateral.
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dos em cada uma delas. A 1ocalizagio das referidas estruturés
esta ilustrada na ,Fig,tzjg que apresenta esquemas de um caso
tipico (R-22), cujos locais de injegéb podem ser vistos nas
Figs. 1, 2J e 3B. Os comentarios a seguir fornecem informa
¢oes adicionais sobre a distribuic@o dos neurdnios marcados

nas varias regioes cerebrais.

TELENCEFALO

Cortex cerebral -~ Quase todos os neurdnios mar

cados no telencéfalo foram vistos no cdrtex cerebral, ipsola
teralmente ao local de injecao. A naior concentragao de célu-
las marcadas {n@mero total de c&lulas no caso R-22: 87) ocupa
va a area pré-central lateral {(terminologia segundo KRETTEK &
PRICE, 1977}, que parece cortesponder a "regio - praecentralis
~granularis™ (ROSE, 1931), assim como a &rea 10 de KRIEG
(1946). Nessa regiao, os pericarios marcados formavam uma fai
xa na regido dorso-lateral do hemisfério (Fig. 2B); tal faixa
comecava aprdximadamente Zmm caudalmente ao pdlo frontal e se
estendia por cerca de 2,1lmm ao longo da dimensac &dntero-poste
riof. Dentro do chamado cortex pré-frontal, um nimero modera-
do de células marcadas inﬁmero total de células no R-22:41)

foli encontrado na divisao dorsal da area cingulada anterior e
na area pré-central medial (nomenclatura de KRETTEK & PRICE,
1977) (Fig. 2A~C), enquanto em todas as demais divisdes observgr
mos apenas escassalmarcagao celular. Em uma regiao cortical
que parece corresponder a area somatossensorial (Sm I) ( Fig.

2E) delineada por WELKER (1971, 1976) também encontramos al-

guns poucos neurdnios marcados. Finalmente, pougquissimos peri



ABREVIATURAS USADAS NAS FIGURAS

a - nicleo ambiguoc

AC - ébmissura-anterior

acd - divisao dorsal da area cingulada anterior
aid - area insular agranular dorsal |

avt - area tegmental ventral de Tsai

BC - braco conjuntivo

BP - pedinculo cerebelar médio

bst - ntcleo intersticial da estria terminal

¢ - nlicleo central do complexo amigdaldide

CC - crus cerebri

cg - substd@ncia cinzenta central

cp - nGcleo caudado-putimen

cv ~ nlicleo espinal d§ trigémeo, parte caudal
d - nucleo de Darkschewitsch

db ~ niicleo da banda diagonal de Broca
DBC - decussacao do brago conjuntivo
cdh - "dorsolateral hunp"

dm - niicleo dorsomedial de Rstrom

dr - ntcleo dorsal da rafe

ep - nicleo entopeduncular

FR - faséic&lo retroflexo

FX - fornice

G =~ joelho do nervo facial

g - nuacleo gelatinoso do talamo

GD - nucleo tegmental dorsal de Gudden
Gi - nicleo reticular gigantocelular‘

gld - niicleo geniculado lateral dorsal

25
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gp - globo palido

cv - ﬁﬁcleo'tegmental ventral de Gudden

h - nﬁéleo habenular lateral

Hy
Hy
hd
hl
hp
hv
IC
ic
in
io

ip

—

—

campo H; de Forel

campo H2 de Forel

niicleo dorsomedial do hipotdlamo
regiao hipotalfmica lateral
nliclec hipotal&mico posterior
nicleo ventromedial do hipot&lamo
capsula interna |

colicule superior

nicleo intersticial de Cajal
complexo olivar inferior

niicleo interpeduncular

ipV - niicleo espinal do trigemeo, parte interpolar

it - nucleo interpdsito do cerebelo

1 - nicleo lateral do cerebelo

la
lc
14
11
1p
Ix

nicleo lateral do complexo amigdaloide

locus coeruleus

nicleo lateral dorsal do talamo
nucleo do lemnisco lateral
nacleo posterolateral do tilamo

niicleo reticular lateral

m - nicleo medial do cerebelo

ML - lemnisco medial

mr - nucleo magno da rafe

mrf - formacao reticular mesencefalica.

MT - trato mamilotaldmico

mV -~ nucleo motor do trigémeo



nb,;
np -
oT -
ot -

ov -
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niicleo basal

nicleo da comissura posterior
trato Sptico

tub&rculo olfativo

nicleo espinal do trigémeo, parte oral

p ~ piramide

pa -

nicleo reticular parvocelular

pac - nicleo pre~tectal anterior, parte compacta

par - nicleo pré-tectal anterior, parte reticular

pb -
pc -
pl -
pm -
pn -

po--

area parabraquial

niicleo reticular caudal da ponte
area pre-optica lateral

drea pre-Optica medial

nicleos pontinos

niicleo reticular oral da ponte

prcm -~ area pre~central medial

prcl

_pv _

~ area pré-central lateral

nicleo sensitivo principal do trigémeo

r - nicleo reticular do talamo

rm -

rp -

niclec rubro, parte magnocelular

nGicleo rubro, parte parvocelular

rtp - nlacleo reticular tegmental da ponte

rv -

nicleo reticular ventral

s — nlGcleo subtaldmico de Luys

sC -

SM -

coliculo superior

estria medular do talamo

snc - substancia negra, parte compacta

snr - substancia negra, parte reticular



SO - estrato Optico

st - nicleo do trato solitario

t ~ nficleo tegmental pedinculopontino, parte compacta

©B -~ corpo trapezdide

tdl - nucleo tegmental dorsolateral

tv - complexo talamico ventral

v - nicleo vestibular medial

vd
vh
vl
v

vO

zi

nlicleo vestibular descendente (inferior)

corno ventral

nucleo vestibular lateral
nucleo talamico ventromedial
area orbital ventral

zona incerta

VII - ntcleo motor do nervo facial

XII - nicleo do hipoglosso

28
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Representagao semi-esquemidtica dos depdsitos das in-
jegoes de HRP nos 15 animais nos guais as injeg¢oes
se apresentaram praticamente completamente confina-

das a formagao reticular mesencefilica.



30




31

Fig. 2 - Representagao semi-esquemitica de cortes frontais se
'lecionados mostrando a distribuigao de neurdnios re
trogra&amente marcados no caso R-22; uma fotografia
do local da injegao neste caso estd mostrada na Fig.

3B. Cada ponto representa um neurdnio marcado.
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carios marcados puderam ser consistentemente observados em re
qiées do cdrtex cingulado caudais "& area pré-frontal. A maio-
ria dos peficérios corticais marcadés‘apreseﬁtava forma pira-
midal, intensa marcagao, e situava-se na camada Va ( ROSE ,
1931) (Fig. 3H). Apenas muito ocasionélmente foram vistos neu
rdnios marcados nas regioes corticais contralaterais corres -
pondentes. |

Ao compararmos as injec¢oes de HRP de intensida-
de semelhante feitas em areas rostrais (R-9, R-15) e caudais
(R-28; R-34, R-44) da formacio reticular mesencefilica (ver Figs. 1 e 3A;
C), observamos que as primeiras acarmﬁa@n um grau maior de inarcagao
cortical (por exemplo, o niimero total de célulés no codrtex
foi de 492 no caso R-9 e de apenas 31 no caso R-44), sugerindo  uma
oréénizagao topografica da projegao corticorreticular. Além
disso, nos casos enm que a injegéo'foi caudal nao encontramos
_praticamente nenhum neurdnio marcado na Area somatossensorial
{(SmI). Ao contrario, em casos de pequenas injecoes de HRP lo-
calizadas na regido lateral da formagdo reticular mesencefdli
ca (R?27, R~29) (varrdgs.l e 3D), cerca de dois tergos  dos
poucos pericarios corticais marcados se localizavam na area

somatossensorial {SmI).

Complexo Amigdaldide e Nicleo Entopeduncular .-

Uns poucos neurdnios marcaaos foram consistentemente observa-
dos_ipsolateralmente no niicleo central do compléxo amigdaldi-
de (Fig. 2E) e no nicleo entopeduncular (Fig. 2F). Em alguns
poucos casos, encontramos esporddicos pericarios marcados na
area amigdaldide anterior ipéolateral e no nﬁéleo entopeduncu

la#r contralateral.

outras Estruturas - Em alguns casos observamos




36

L N ) .

Fig. 3 - Fotomicrografia em campo claro dos locais de injecao
de HRP (A-D) e de neurodnios retrogrédamente marcados
(E-H).
A: caso R-9. B: caso R-22. C: caso R-28. D: ca
so R-27. E: nlcleos cerebelares lateral e interpdo-

sito; as setas indicam o limite entre esses nicleos.

F: regiao subtalamica. G: locus coeruleus. H: a-

rea pré-central lateral do cOrtex cerebral.
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um nimero bastante pequeno de neurdnios marcados bilateralmen
te na parte ventral de nacleo intersticial da estria terminal

(Fig.2D) e ipsolateralmehte no tubérculo olfativo.

DIENCEFALO

Regido subtaldmica - De longe o maior nimero de

neuronios diencefalicos marcados foi . vistc na zona incerta

e nos campos de Forel (nimero total de células no caso R-22:

193) (Figs.2F - I e 3F) ipsolateralmente ao local de injecao.
Na zona incerta, as células marcadas se distribuiam principal
mente pelos . digtritos caudais, dorsais e mediais dessa estru-~
tura subtalamica, sendo particularmence numérosos no nivel
rostro~caudal do nGcleo subtaldmico de Luys (Fig. 2H). Os neu
ronios marcades na zona incerta, juntamente com os do canpo
'Hl (o mais intensamente marcado dos campos de Forel), forma -
vam uma féixa médio~lateral praticamente continua que ocupava
os aproximadamente dois tergos mediais da regiao subtaldmica
(Fig. 2G-H). Um nGmero bem menor de neurdnios marcados foi
consistentemente observado nas estruturas contralaterais cor-
respondentes (Fig. 2F-I). Nenhuma célula marcada'foi encontra

da no nicleo subtalamico de Luys.

Area Pré-optica e Hipotalamo - Uns poucos . neu-
ronios . .marcados ‘apareceram  -consistentemente - nos na-
cleosrprémépticos lateral e medial ipsolaterais (Fig. 2D); o
nmesmo sucedeu no caso dos seguintes nlicleos hipotalimicos ip-
solaterais: lateral, anterior, ventromedial, dorsomedial e

posterior (Fig. 2E~H). Em uns poucos casos observamos espori-

dicos neurdnios marcados nos nliclecos arqueado e pré--— mamilar
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dorszal ipsolaterais, e ocasionalmente tais células apareceram

nos nucleos dorsomedial, lateral e posterior contralaterais.

Talamo - A UGnica estrutura taldmica na qual uns

poucos neuronios marcados foram consistentemente observados foi

o niicleo ventromedial ipsolateral (Fig. 2G). Em alguns casos,

uns poucos peric@rios marcados foram vistos no nicleo habenu-
lar lateral (Fig. .2F, G) e, muito esporadicamente, nos nu-
cleos parafascicular e reuniens do tilamo. A marcagao habenu-
lar foi bilateral, ao passo que em todas as outras regioes ta
lamicas as celulas marc.ad.as situavam-~se ipsolateralmente ao

local de injegdo. N3o encontramos nunca nunhuma marcagao neu-

ronal no ntcleo reticular talamico.

MESENCEFALO E REGIAO DO ISTMO DO ROMBENCEFALO

Nicleo Pré-tectal Anterior - Ocasionalmente de-—

tectamos, bilateralmente, uns poucos neurdnios marcados na par

te-reticular desse niicleo.

substincia Cinzenta Central - Muitos neurdnios

marcados foram encontrados nessa estrutura (nimero total de
células ipsolaterais no caso R-22: 101}, sobretudo ipsolateral-
mente entre o nivel rostro-caudal da transigao mesodiencefalica

(Fig. 2I) e o da decussagao do brago conjuntive (Fig. 2K).

coliculo Superior - Numerosas cé&lulas marcadas

ipsolaterais e poucas contralaterais apareceram no coliculo su
perior, ocupando principalmente os dois tergos laterais do es
trato cinzento profundo (niimerc total de células ipsolaterais

no caso R-22; 74) (Fig. 2J).
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Nucleos Oculomotores AcessOrios - Um numero mo

desto de neurénios marcados foi consisteﬁtemente - dbservado
nos nicleos oculomotores acessorios, bilateralmente nos nia-
cleos da comissura posterior (Fig. 2I) e no nicleo intersti-
cial de Cajal (Fig. 2J),e sobretudo ipsolateralmente no na-

cleo de Darkschewitsch (Fig. 2J).

Niicleo Dorsal da Rafe - Uns poucos neurdnios

marcados foram consistentemente cobservados no distrito ipsola

teral desse nicleo, enguanto células marcadas ocasionais apa-

receram na por¢ao contralateral desse mesmo niicleo (Fig. 2K).

Substancia Negra - Na maior parte dos casos en-

c0ntfamos-nessa estrutra numerosos pericarios marcados ipsola
teralmente  (Fig. 2J}. De longe o maiox nimero de tais células
marcadas situavgwse na parte reticular (numero total de celu-
las no caso R-22: 51), mas uns poucos neurdSnios marcados fo-
'rém consistentemente -chservados na pafte compacta. Devemos
salientar que algumas das poucas células marcadas agui descri
tas como situadas na parte reticular poderiam também ser con-
sideradas como pertencentes ao distrito designadé como " par-
te lateral" por HANAWAY et alii (1970). A parte reticular

contralateral apresentou, em alguns casos, esporédicas célu-

las marcadas.

Area Tegmental Ventral de Tsai - Essa estrutura

mesencefélica apresentou consistentemente uns poucos neurdoni-

os marcados ipsolateralmente (Fig. 2J).

Formacdo Reticular Mesencefdlica - Muitos neurd

mios marcados apareceram na formagdo reticular mesencefdlica

contralateral ac local de injecdo (nimero total de células no
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caso 3—22: 103)(Fig.27). 0 distrito ipsolateral da estrutura em
pauta apresentou também mumercsas células marcadas, mas o seu nimero e-
xato é de significado queétionével, em fungao da possibilida=-
de de captagao somatica direta da enzima a partir do local de
injecao.

'Nﬁcleo‘Tegmental'Peduncu10pontino,'parte*compac—

ta - Esse nlcleo €& nitido em material corado pelas  técnicas
de Nissl apenas em primatas. A regiao da formagao reticular do

rato que parece ser homdloga a esse niicleo (ver BECKSTEAD et

alii, 1979; JACKSON & CROSSMAN, 1981) apresentou marcacao ce-
lular ipsolateral escassa mas consistente (Fig. 2L}, enguanto
neuwrdnios marcados foram detectados apenas ocasionalmente nessa

regiao no lado contralateral.

Area Parabraquial - Neurﬁnios marcados relati-
vamente numerosos foram observados na area parabraguial ipso-
- lateral (numero total de células no casd R-22: 41), tanto na
subdivisao medial como na lateral (Fig. 2M, N). No territdrio
contralateral correspondente observamos consistentemente um na

mero menor de células marcadas.

Locus coeruleus e NﬁgleoﬁbgmentalDorsolateral -

Un pequeno numero de células “marcadas foi consistentemente ob
servado ipsolateralmente nessas duas estruturas, mas apenas no

locus coeruleus observamos ocasionalmente uns poucos nhneurs -

nios marcados também no lado contralateral (Figs.2M, N e 3G).

PONTE

Nucleos Reticulares Oral e Caudal da Ponte - ng
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se todos os neurdnios marcados na ponfe apareceramn distribui-
dos bilateralmente pér praticamente toda a extensao desses.

dois niicleos reticulares (o parcelamento e a terminoclogia ge-~
rais de BRODAL, 1957, e de VALVERDE, 1962, foram seguidos nes
ta tese no que diz respeito ao cerne da formagao. reticular)
(Fig. 2K-N). Uma impressao quantitativa grosseira pode ser da-
da pelos nimeros totais de células no caso R-22: niicleo reticu
lar oral da ponte, 66 e 31 (ipso e contralateralmente, respec-

tivamente); nicleo reticular caudal da ponte, 90 e 65,

Nacleo Sensitivo Principal do Trigémeo e N~

cleos do Lemnisco Lateral - Um nimero muito pequeno de -neuré

nios marcados foi consistentemente observado bilateralmente

nos nlicleos do lemnisco lateral (Fig. 2K, L) e contralateral -
mente no nitcleo sensitivo principal do trigéme€o (Fig. 2N); nes
te Gltimo, observamos ocasionalmente um nimero muito reduzido

‘de células marcadas no lado ipsolateral ao local de injecgao.

Nucleo Magno da Rafe -~ Uns poucos pericarios

marcados foram consistentemente vistos nesse niicleo, bilateral
mente (Fig. 2N, O0) (a nomenclatura aqui adotada para os nii~
cleos pontobulbares da rafe corresponde d terminologia de VAL~

VERDE, 1962).

NOcleo Reticular Tegmental da ponte - Nesse niO-

cleo observamos, ocasionalmente, um numerc muitc pegueno de

células marcadas(Fig.2L), em ambos os lados do tronco cerebral.

CEREBELO

Uma conspicua marcagdo neuronal foi consistente

mente observada nos nucleos cerebelares profundos contralate-
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rais ao sitio de inje¢ao da HRP. De longe o maior nilimero de cé
lulas marcadas foi encontrado nos nadcleos lateral e interpdsi-

to; "~neste fltimo, a marcagéo neuronal ocorreru $0

bretudo na regiao denominada ".dorsolateral - -g;é_humpf
por ~ - GOODMAN et alii (1963) (Figs. 20 e 3E). Em uns pou-

cos casos observamos um numerc muito pequeno de neurdnios mar-
cados no niicleo interpdsito ipsolateral ao sitio de injegao;
nenhuma marcagdo ipsolateral foi vista no niicleo denteado.

Ao compararmos os resultados de injecOes de HRP

de intensidade semelhante situadas em areas rostrais (R-9, R-
15) e caudais (R~28, R-34, R—-44) da formaqﬁo reticular mesence
falica, notamos, no caso das primeiras, um niimero maior de cé-
lulas marcadas nos niicleos lateral e interpdsito (por exemplo,
o nimero total de células nesses dois niicleos juntos foi de
82 no caso R-9 e de 7 no caso R-44), sugerindo algum grau de
‘organizagao topografica das projegaes cerebelorreticulares cru

zadas.

MEDULA OBLONGA

Nicleos Reticulares Gigantocelular, Ventral e

parvocelular - Observamos marcagdo neuronal bilateral distri -

buida por praticamente toda a extensao dessas tré&s estruturas
(rig. 20-Q), principalmente no niclec reticular gigantocelular,
no qual o nimero total de células no caso R-22 foi de 42 e de

38 nos lados ipso e contralateral, respectivamente.

Nicleo Espinal do Trigémeo -~ Em todos os casos
foi vista marcagado celular na porgao caudal da parte oral  do

picleo espinal do trigémeo contralateral ao local de injegao
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(nomgnclatu:a de TORVIK, 1956) (Fig. 2P). Entretanto, observa-
mos diferencas quantitaﬁivas entre os casos de injec¢oes de HRP
de intensidade semelhante rostrais (R-9, R~15) e caudais (R =~
28, R-34, R-44). Assim, nos casos rostrais o nimero de neurd-
nios marcados na porgao caudal contralateral da parte oral do
nlicleo espinal do trigémeo fol maior do que o constatado  nos
casos caudais (pdr exemplo, o nﬁmero total de células no terri
torio em questdo foi de 71 no éaso R-9 e de 3 no caso R-44).

Um namero muito reduzido de células marcadas foi consistente -

mente observado na parte oral do nicleo espinal do trigémso ip
. s . 0 L}

solateral, Finalmente, o niicleo dorsomedial de ASTROM continha

ocasionais neurdnios marcados em ambos os lados do tronco cere

bral (Fig. 2P, Q).

Complexo Nuclear Vestibular - Um nimero muito pe

gueno de neurdnios marcados foi consistentemente observado nos
nicleos vestibulares medial e des¢endente ipsolaterais (Fig;
20, P). Em uns poucos casos houve marcagio esporédica nos nu-
cleos vestibulares superior e lateral ipsolaterais, e, contra-

lateralmente, nos quatro ntcleos vestibulares principaisu

Niicleos da Coluna Dorsal - Um nimero extremamen-

te pequeno de neurdnios marcados apareceu no_nﬁcléo_cuneiforme
contralateral na maioria dos casos,e no nicleo gricil contrala

teral em uns pouces animais.

Qutras Estruturas - Um niimero muito pequeno de

neurdnios marcados fol ocasionalmente visto bilateralmente no
niicleo obscuro da rafe e na porcao rostral do nicleo do tra-
to solitario, ipsolatéralmente no niicleo palido da rafe, e con

tralateralmente no nucleoc reticular lateral.
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Medula Espinal - Um niimero extremamente pequeno

de neurénids marcados foi detectado na medula espinal, quase

sempre na substéncia cinzenta contralateral de segmentos cervi

cais (Fig. 2R).
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DISCUSSAD

CONSIDERACOES METODOLOGICAS

Provavelmente a‘fonte mais séria de incerteza na
interpretacao de nossos resultados . & _a‘possibilidade de que
pelo menos parte da marcagao neuronal retrdgrada seja decorrén
te da captagao de HPR por axdnios que simplesmente trafegam re
la formagao reticular mesencefilica sem emitir terminais para
essa estrutura. Varias bbservagées sugerem que apenas axonios
lesados captariam a enzima; por isso, supce-se com freglhéncia
oue as fibras de passagem nao representam uma fonte de erro importante quan
do a injegao de HRP & féité com:canulas finas (ver, por exemplo ,
BRODAL, 1981). Entretanto, HERKENHAM & NAUTA (1977) indicaram
que, pelo menos em alguns giétemas neurais, a técnica microele
troforética de aplicagao da enzima utilizada no presente traba
lho pode levér a uma captacao axonal de HPR por mecanismos ain
da nao bem esclarecidos {lesao térmica? eletrolitica? quimi -
ca?}. Como mencionaremos adiant% a maloria das fontes de afe -
réncias para a formagao reticular mesencefalica aqui observa -
das‘jé tinha sido identificada em estudos de rastreamento ante
:6grado.-Entretanto, a interpretacao de dados antérégrados tam
bém pode ser duvidosa, mormente quando se trata de um territo-
rio como formagao reticular. Assim, ja estd estabelecido que ar
técnica de marcagao autO“fadiogféfica fregfientemente nao permi

te a distingdo entre fibras marcadas e campés terminais marca-
dos. Mesmo com a aplicagdo de métodos de impregnagdo pela pra-

ta a caracterizacao precisa de presumiveis campos terminais jole]

de ser difficil em regides atravessadas por um grande nimero de
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fibras em degeneracgio.

Finalmente, deve-se ressaltar que.grande cautela
e requerida no estabelecimento de conclusGes acerca da possi -
vel organizagao topogrdfica de projecdes com base em diferen -
¢as quantitativas observadas em experimentos com a HRP. De fa-
to, o nimero de neurdnios marcados varia com a quéntidade de
HRP injetada e també&m em casos com injegdes de intensidade se~
melhante, como enfatizam, recentemente, MORRELL et alii(1981).
Por isso, no presente trabalho sugerimos a existéncia de dife-

rengas topograficas reais apenas quando as cifras pertinentes

eran pronunciadamente diferentes em casos com depositos de HRP
aparentemente semelhantes gquanto ac tamanho e 3 intensidade ava-
liados & microscopia Optica.

E importante ressaltar ainda que nem todas as a-
ferdncias para uma regidoc estudada podém ser Sempre demonstra-
das pelo método da HRP, por razoes ainda incertas, entre as
quais talvez se contem a incapacidade de um terminal para cap-
tar essa enzima, a diluicaoc, pelo fluxo axoplasmico retrdgrado
" de colaterais, do material céptado, e o contacto insuficiente

do terminal com a enzima (NAUTA et alii 1974} {(ja se observou

J,Z
gue o grau de concentra¢d@o da HRP transportada de maneira re -
trograda depende da densidade do campo axonal terminal disponi

vel para a captacao da enzima - JONES, 1975).

FONTES DE PROJECOES PARA A FORMACAO RETICULAR MESENCEFALICA

Os resultados experimentais acima relatados suge
rem que, no rato, a porgao rostral da formagao reticular mesen
cefalica recebe suas principais aferéncias de neurdnios situa-

dos no cOrtex cerebral, na zona incerta e nos campos de Forel,

oo
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na substancia cinzenta central, nos nicleos reticulares oral e
caudal da ponte e em niicleos cerebelares profundos. Substan -
cials projegoes para o mesmo territdrio da formagdo reticular
mesencefalica parecem provir do coliculo supetior, da substan-
cia negra, da area parabraquial, do nlicleo espinal do trigémeo
é do nficleo reticular gigantocelular, enquanto muitas outras

estruturas cerebrais, entre as quais o locus coeruleus e o com

plexo nuclear da rafe, parecem representar fontes modestas mas

consistentes de projecOes para a porgao rostral da formagao re

ticular mesencefalica. Quanto a porgoes mais caudais da forma-
¢cao reticular mesencefdlica, pudemos observar gue o padrdo ge-
ral de suas aferéncias se assemelha ao delineado acima, com a-
penas trés.excegaes: o cbértex cerebral, os niicleos cerebelares
profundos ecznﬁckx>eqﬁ1@1<k3rtrigémeo parecem representar fon-

tes relativamente modestas de projecoes para esses distritos

-mais caudais da formagdo reticular mesencefdlica.

PROSENCEFALO

A importancia fisioldgica das projegoes prosence
falicas descendentes ipsolaterais para a formagao reticular me
sencefalica & dramaticamente ilustrada pelos resultados obti- .

dos no gato com a preparacao "mesencéfalo isolado™ (ZERNICKI et

alii , 1970). De fato, esses autores mostraram gque em gatos
nos quais o mesencéfalo tinha sido caudalmente isolado do res-

to do tronco cerebral por uma transecgdo pré-trigeminal, uma

transecgdao adicional pré-mesencefalica levava a uma  auséncia

quase total de atividade de fundo na porgao ipsolateral da for
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magdo reticular mesencefilica. Nossos resultados indicam que;
de longe, as principais'fontes de aferencias prosencefalicas
descendentes para a formagdo reticular mesencefalica cdrrespog
dem a certos distritos ipsolaterais do cOrtex cerebral e da
regiio subtaldmica.

Cortex cerebral - O maior nimero de neurdnios

marcados no cortex cerebral foi encontrado na area pré-central
lateral, que parece corresponder basicamente 3 &rea 10 -de KRIEG

{1946); as conexdes eferentes dessa regiio do cérebro do rato

nao foram ainda, ao que saibamos, sistematicamente estudadas
com tdcnicas de mapeamento anterdgrado |’ . .. ApdOs grandes
injecoes de substancias marcadoras fluorescentes na medula es-
pinal e em uma regilo mesencefidlica ‘que incluia a formagao re-
ticular mesencefalica, CATSMAN-BERREVOETS & KUYPERS (1981) ob-
serféram gque, na rato, a camada V da area preé-central lateral
- apresentava muitos neurdnios duplamente marcados. Esse fato su
gere a possibilidade de que pelo menos parte da conexao corti-
correticular em questao possa ser estabelecida por colaterails
de neuronios corticoespinais. De um ponto de vista funcional,
& interessante notar que parte da area pré-central lateral foi
jdentificada por HALL & LINDHOLM (1974), em estudos fisioldgi-
¢cos no rato, como uma Area motora envolvida particularmente em
movimentos do focinho, da mandibula, dos 1labios, da lingua e
das vibrissas.Em conjunto, essas observa¢Oes morfoldgicas e fi
sioldgicas sugerem a interessante possibilidade de que quando
comandos motores deixam o cdrtex para iniciar ou modificar mo-
vimentos do focinho e das vibrissas, de grande importancia no
comportamento exploratdrio do rato (consultar WELKER, 1964) ,

parte dos impulsos descendentes seja canalizada para a forma-
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cdo reticular mesencefalica e mobilize o "sistema ativador as-
cendente”.

A area cortical que recebe projecoes do nicleo
talamico mediodorsal, o chamado cortex pré-frontal (consultar
KRETEK & PRICE, 1977; BECKSTEAD, 1979), &, segundo nossos re -
sultados, o local de origem de uma projecdo apenas moderadamen
te densa para a formacao retiﬁular mesencefalica, observacao
essa que esta em_consoﬁéncia com estudos auto-radiograficos an
teriores realizados em ratos (BERSTEAD, 1979).  Deve-se notar

que pelo menos algumas das lesOes descritas por VALVERDE(1962)

como abrangendo a “"area motora" no rato parecem ter envolvido
a parte medial do cobrtex pre-frontal (consultar a Figura 17 de
VALVERDE, 1962). Entretanto, em ccntraste com nossas observa-
gSes e com og resultados de BECKSTEAD (1979), VALVERDD (1962),
utilizando o método de NAUTA, relata uma projegac predominante
mente contralateral para a formagao reticular mesencefdlica;as
‘razdes dessa discrepancia nao sdo inteiramente claras.

As presentes observagoes segundo as quais apenas
uns poucos neurdonios situados na area cortical que parece cor-
responder 4 Area somatossensorial (SmI) definida por WELKER
(1971, 1976) se projetam para a formacido reticular mesencefali
ca estdo de acordo com dados de um estudo recente em que CrTS
MAN-BERREVOETS & KUYPERS {1981) investigaram, com ﬁarcadores
fluorescentes, a projegdo corticomesencefdlica no rato. £ im-
portante ressaltér que nos dois Gnicos casos da presente tese
~em que o maior contingente dos neurdnios corticais marcados si
tuava-se na area SmI (R-27 e R-29) a injegao de HRP se restrin
giu a porgbes laterais da formagdo reticular mesencefdlica; es

sa observagao se coaduna com dados de VALVERDE (1962), que ob-
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servou, com a teenica de Nauta; degeneragao na parte lateral,
ipsolateral, da‘formagao reticﬁlar.mesencefélica, apds lesao
aparentemente centrada na Area SmI. | |

A projegao um. tanto esparsa para a formagado re-
ticular mesencefilica que proveém de régiaes do cortex cingula
do caudais 3 area pré~frontal, sugerida por nossaé observa -
¢oes, ja foram descritas no rato com o auxilio de técnicas de
impregnagao argentea (DOMESICK, 1969).

Os presentes dados sugerem gque as projegaes'cor—
ticais terminam principélmente na porcao rostral da  formagao
reticular mesencefdlica, o gque se coaduna com o estudo de MIZU
NO et alii (1968) sobre as projecgoes do giro orbital no gato

com a tecnica de Wauta.

Regiao subtaldmica - Nossos resultados indicam
gue a zona incerta e o8 campés de Forei sao fontes de aferén -
_cias macicas para a formagdo reticular mesencefalica. Tal pro-
jecao ja foi descrita em trabalhos nos quais se utilizou a de-
generacao anterdgrada de fibras no rato (HUANG & MOGENSON ,
1972) e no gato (KAELBER & SMITH, 1979), em estudos com méto -
dos auto-radiograficos no rato (RICARDO, 1981), e em experimen
tas eletrofisiolbgicos em gatos.(STEﬁIADE et giii:, 1980;
ROPERT & STERIADE, 1981). A auséncia de marcagao fetrégrada
‘nos neurdnios do nlicleo subtaldmico de Luys, constatada em nos
so trabalho, estd em acordo com resultados auto-radiograficos
obtidos por RICARDO (1980), gque sugerem gue, no rato, se essas

projegoes existem, devem ser bastante escassas..

Hipotadlamo e regido pré-optica - Estudos  auto-

radiograficos recentes no rato (SAPER'EE alii, 1979; HOSOYA &

MATSUSHITA, 198l), assim como trabalhos nos guais se utilizou
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a técnica de degeneragao anterdgrada (NAUTA, 1958), ‘indica -
ram uma projecdo para a formagéé.xeticular mesencefilica o=
riunda da area hipotalamica lateral. Nossos resultados confir-
mam a ekisténcia de tal projegdo, mas sugerem que ela & prova
velmente relativamente modesta e se origina em todos os ni-
veis rostro-caudais do hipotalamo lateral.

O nosso material sugere gque projegoes hastante
escassas para a formagao reticular mesencefédlica se originam ém

pericarios situados nas areas pre-Opticas lateral e medial e
nos niicleos hipotaldmicos anterior, ventromedial, dorsomedial

e posterior. Estudos auto-radiograficos no rato das eferéncias
das areas pre-Opticas lateral e medial (CONRAD & PFAFF, 1976a;
SWANSON, 1976), da area hipotalidmica anterior (CONRAD & PFAFF,
1976b; SAPER et alii , 1978), e do niicleo hipotalamico ventro-
medial (SAPER et élii.v 1976; KRIEGER et alii., 1979), ou sdo
.inteiramente negativos, ou indiéam apenas a existéncia de pro-
jegaes bastante escassas para a formag%o reticular mesencéféli
ca.

vé-se, poxtanto,‘que nossos dados, considerados
e conjunto com os citadoslresultados da literatura, sugeremn
que o complexo pré—éptiCOMhipotalémiéo no rato & fonte de pro-
jegOes diretas razoavelmente escassas para a formégao reticu -
lar mesencefalica. A situacgdo talvez éeja algo diversa no ga-
to, uma vez que,nessa especie, PARENT & STERIADE (1981) encon-
traram um nimero significativo de neurdnios marcados nos terri

tdrios periventricular e medial do complexo pré-optico~hipota-

lamico apds injecoes de HRP na formagdo reticular mesencefali-
ca. De gqualquer forma, entretanto, ndoc podemos esquecer gue O

complexo pré-dptico-hipotalamico tem, quase certamente, amplo

-
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acesso d formagdo. reticular mesencefilica ﬁediado, por exemplo,
pelas mécigas projecces de nﬁcleés desse  complexo para a subg-
tancia cinzenta periaquedutal (consultar, por exemplo, NAUTA,
1958; NAUTA & HAYMAKER, 1969; CONRAD & PFAFF, 1976a; SAPER et
alii, 1976), que, por sua vez, se projeta extensamente para a
formagao reticular mesencefilica. (ver adiante) . |
T&lamo- - A Unica estrutura taldmica que foi con

sistentemente indicada pelos presentes dados como fonte de

uma (modesta) projegdo para formacdo reticular mesencefilica &

o nlicleo ventromedial. Em um estudo fautc;radiogréfico ‘recente '
HERKENHAM (1979) relata a presenca de aléuma marcagdo na forma
¢ao reticular megencefélica apls macicas injegles de aminodci-
dos triciados no niicleo ventromedial do td&lamo. OUbservamos oca
sionalmente em nosso material, bilateralmente, células marca-
'das no niicleo habenular lateral; HERKENHAM & NAUTA (1979) des
.creveram, em um estudo auto—radiogréficoWno rato, uma projecao
bilateral esparsa desse niicleo para a formagdo reticular mesen
cefidlica. Um achado negativo desta tese merece alguma énfase .
De fato, reforgando dados anteriores obtidos com o método de
Golgil por SCHEIBEL & SCHEIBEL (1966), GROFOVA et alii (1978)
relataram recentemente resultados com a HRP no gato-que sugerem
a existéncia de uma projegéo do niGcleo reticular do tdlamo pa-
ra a formagéo reticular mesencefalica. Nao se dee; no'presen—_
te material, obter nenhuma evidéncia.da existéncia de uma tal
projegao. Essa discrepdncia poderia, & claro, refletir uma di

ferenga interespecifica, mais & digno de nota o fato de que

JONES (1975) ni3o conseguiu demonstrar essa possivel projecao

em um estudo auto-radiografico cuidadoso no gato e no macaco .

Complexo Amigdaléide e Niicleo Entopeduncular -
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'R primeira descrigdo de uma projegdo do complexo -amigdalide
para o tronco cerebral foi feita por HOPKINS‘(1975f, apds in-
jecoes macigas de HRP que inclufam o tegmento mesencefdlico.

ﬂais recentemente, em um estudo auto-radiografico . no._ _rato,
KRETTEK & PRICE (1978} sugeriram a ekisténcia de uma proje-
¢ao esparsa do niicleo central do complexo amigdaldide para a
formagdc reticular mesencefalica:z Com base em material auto-
radiografico, NAUTA (1579} indicou a possivel existéncia de
uma projecao escassa do nGcleo entopeduncular gnﬁ_a formagao
reticular mesencefdlica no gato. Os nossos dados estao de a-
cordo com ambas as sugestfes; uma vez que marcagao neurcnal
retrbgrada muito pouco pronunciada mas consisténte pode ser
observada nos dois niicleos telencefdlicos em pauta apds inje-

¢des de HRP na formagao reticular mesencefalica.

- MESENCEFALO

Os resultados da presente tese indicam trés es-
truturas mesénoefélicas como fontes importantes de aferéncias
para a formacdc reticular mesencefdlica: a substdncia cinzen
‘ta central, o coliculo superior e a substdncia negra. A exis-
téncia dessas conextes €& fortemente sugerida também por pes-~
quisas anteriores encontradas na literatura.

Assim, estudos de degeneragao anterdgrada em ra
tos (CHI, 1970) e em gatos (NAUTA, 1958 ; CHI, 1970; HAMILTON,
1973) revelaram a existéncia de um grande nﬁﬁero de fibras
que se irradiam a partir da substancia central para a forma -
¢3o reticular mesencefalica como componentes da cléssica Frg

diatio grisea tegmenti" de WEISSCHEDEL. Dados auto-~radiografi
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cos mails recentes, em gatos, confirmam a existéncia dessa pro
jegao {RUDA, 1975).-Em boa concordancia com as observagdes de

CHI {1970), os nossos dados indicam que apenas a porg¢ao peria

guedutal da substlncia cinzenta central é fonte de uma pPro
jegcao maciga para a formagao reticular mesencefdlica. De fa-
to, muito poucos neurdnios mapcados foram encontrados na subs
tidncia cinzenta periventricular diencefdlica paudal, observa
gao essa que estad em desacordo coﬁ os resultados de PARENT &
STERIADE (1981}, gque injetaram HRP na formagﬁo reticular me-

sencefalica de gatos; essa discrepancia pode, talvez, refle-

tir uma diferencga interespecifica.

Os achados de KAWAMURA et alii (1974) com dege
neracdo anterdgrada no gato ja tinham indicado a existéncia_‘
de uma consideravel projecdo das camadas profundas do colicu-
lo superior para a formagac reticular mesencefalica. Essa co
nexao fol posteriormente éonfirmada, na mesma espécie, por es
tudos auto—radiogréfigos de GRAHAM (1977}, que apontou especi
ficamente o eStrato cinzento central como a principal fonte
da projecao em pauta, O gue esta de acordo com as presentes
ovbservagdes com HRP no rato. E interessante ressaltar aqui
gue EDWARDS e seus“colaboradores propuseram recentemente a
idéia de. que as camadas celulares profundas do coliculo supe
rior deveriam ser consideradas, mails precisamente, como parte
da formagao reticular, em vez de serem encaradas como um ter
ritério do coliculo superior propriamente dito (EDWARDS et
alii, 1979; EDWARDS, 1980). Essa sugestao €& reforgada ao com-
pararmos o quadro geral das aferéncias da formagao reticular
mesencefilica a que chegamos na presente tese com o revelado

por EDWARDS et alii. (1979) em seu estudo com HRP das proje-
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¢oes das camadas profundas do coliculo superior do gato. As-
sim, ambos os territdrios parecem receber aferéncias de - um
conjunto grande e diﬁersificado de estruturas cerebrais, e
muitas das fontes de fibras parecem ser compartilhadas pelé
formagdo reticular mesencefdlica e pelas camadas profundas do
coliculo superior; as muitas diferengas que, por outro lado -,
existem entre os dois conjuntos de fontes de aferénéias '
poderiam ser encaradas i luz do fato de que diferentes estruturas
do cerne reticular do tronco cerebral sabidamente exibem cla~

ras especificidades hodolégicas'(ver, por exemplo, BRODAL ,

1981; HOBSON & BRAZIER, 1980).

Uma projegao da substidncia negra para a forma -
¢ao reticular mesencefdlica foi descrita em estudos com  HRP
no gato (RINVIK et g&}iﬂél976) e com a técnica-auto—radiogr5~
fica no rato (BECKSTEAD et alii ; 1979). De acordo com os re-
sultados de RINVIK et g&&i\(1976) apenas a parte reticular en
-via tais projegGes, mas BECKSTEAD et alii (1979) apresentaram
evidéncias de que tanto a parte compacta como a reticular sio
fontes de projegoes para a formacdo reticular mesencefilica .
Nossos resultados com a HRP sugerem que a parte reticular &, de
longe, a principal fonte da projegdo em questdo, mas que a
parte compacta parece, por sua vez, emitir uma projecao bas -
tantesascaséa paré a formagdo reticular mesencefilica. Deve-
mos salientar que, enquanto os neurdnios nigrotectais tendem
a se situar na porgao ventral da parte reticular (FAULL &
MEHLER, 1978; BENTIVOGLIO et alii, 1979), os neurdnios nigror

reticulares marcados no presente trabalho nao se restringem a

nenhuma regido especifica da parte reticular. Estudos fisiold

9icos recentes indicaram gue a formacao reticular mesencefali
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ca dorsal e as'camadés profundas adjécentes do coliculo supe
rior constituem uma area essencial para a expressio de. com-
portamentos-motores eliciados a partir da substancia hegra
(IMPERATO et alii, 1981), e & possivel que esse mecanismo de-
renda da projegdo em questao, BECKSTEAD et alii (1979) descre-
veram, com base em material auto-radiogradfico no rato,uma pro
jegdo da area tegmental ventral de TSAI para a formacio reti-
cular mesencefdlica. A existéncia de tal projecdc & apoiada

por nossos resultados com a HRP; deve~se notar, entretanto ,

gue essa conexao parece ser muito menos densa do que a proje-

¢ao da parte reticular da substincia negra para a formagao re

ticular mesencefalica.

Nossos resultados indicam a existéncia de umna
projecao conspicua para a formagdo reticular mesencefidlica o-
riunda do distrito contralateral dessa mesma estrutura, o que es
t& de acordo com o trabalho auto-radiografico em que WAL~
-BERG (1974} descreveu projegSes reticulorreticulares cruza -
das na formacao reticular mesencefdlica do gato.

" Entre os territdrios celulares do mesencéfale
que, de acordo com os presentes dados, enviam projecoes escas
sas para a formacdo reticular mesencefdlica, o niicleo dorsal
da rafe merece énfase. Deve-se notar que obéervagaes auto-réa-
diograficas anteriores no rato (AZMITIA & SEGAL, 1978) sido
compativeis com a existéncia de uma projec¢do do nlicleo dorsal

da rafe para a formagdo reticular mesencefalica.
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' PROJECOES ASCENDENTES PARA A FORMACAO RETICULAR MESENCEFALICA

REGIAO DO- ISTMO

De acordo com os nossos’resultados, 0 maior con
tingente,de longe, de proje¢des que,a partir dessa regiao, se
dirigem para a formagao reticular mesencefalica, parece ori-
ginar-se nas divisoes medial e lateral da area parabraguial.
Essa conclusao & compativel com os resultados de recentes es
tudos auto-radiograficos..  das conexdOes eferentes da area para-
braguial no rato (NORGREN, 1976; SAPER & LOEWY, 1980).

Os resultados de estudos histogquimicos ( LIND-
VALL & BJORKLUND, 1974) e auto-radiogrificos (JONES & MOORE ,
1977) em.ratms, assim como os obtidos pelo método de Fink -
Heimer em gatos ﬁﬁcBRIDE & SUTIN, 1976), sugerem a existéncia

de uma projecao do locus coeruleus para a formacdo reticular

mesencefilica; essa sugestao € consentidnea com as presentes

observagoes.

ESTRUTURAS RETICULARES

Nossos resultados indicam que todas as estrutu-
ras pertencentes ao cerne da formagao reticular pontina e bul
bar enviam proje¢les ascendentes para a formagao retiéular ne
sencef&lica, e que as projec¢des (bilaterais) oriundas dos nG
cleos reticulares oial e caudal da ponte parecem ser particu%
larmente proeminentes. Uma projegéo ainda consideravel, embo-
ra menos densa, parece originar-se no niicleo reticular gigan-

tocelular, cenquanto projecdes bastante escassas parecem pro-
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vir dos niicleos reticulares ventral e parvocelular. A exis -
téncia de tals conexoes longitudinais ascendentes reticulor-
reticulafes fol evidenciada em experimentos de degeneragdo

anterégrada-por NAUTA & KUYPERS (1938) no gato. De fato, es~-
ses autores relataram a ocorrdncia de degeneragdao  terminal
na formagdo reticular mesencefdlica apds. lesles dos niicleos
reticulares oral e caudal da ponte, gigantocelular, e ven-
tral. Mais recentemente, GRAYBIELH(1977), em trabalho auto-
radiografico no gato, também descreveu conexdes reticulorres

ticulares longitudinais ascendentes envolvendo o tegmento pa

ramedianc. Consentdneo com as observag¢des anatdmicas acima
mencionadas €& o fato de MANCIA et alii.(1974), em experimen
tos eletrofisioiSéicos no gato, terem registrado efeitos de
curta laténcia em'unidades isoladaslna formagao reticular me
sencefidlica apds estimulagdo elétrica de uma regido reticu-
) lar caudal  que abarcavé*sdbretudo o) hﬁclao reticu-

lar gigantocelular; também significativo & o fato de que mui
tos dos neurdnios reticulares bulbares registrados por es-

ses autores puderam ser ativados antidromicamente a partir

da formagdo reticular mesencefilica,
CERERBELO

Os resultados que obtivemos caracterizam os ni
cleos cerebelares profundos contralaterais (principalmente

os nlicleos lateral e interpdsiteo) como fontes importantes
de aferéncias para a regido rostral da formagdo reticular me
sencefdlica. Essa conclusao & concordante com trabalhos pre

viamente publicados nos quais se observou degeneragdo anterd
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grada terminal na formagao reticular mesencefdlica apbs le-
soes do brago conjuntivo no rato (FAULL & CARMAN, 1978) e no
macaco (MILLER & STROMINGER, 1977) e também apés.lésées res-
tritas aos nicleos cerebelares profundos em gatos (COHEN et
alii, 1958) e em macacos (MILLER & STROMINGER, 1977; STANTON ,

1980).

AGRUPAMENTOS CELULARES SENSORIAIé

0 Unico agrupamento de neurdnios sensoriais se-

cundarios que, de acordo com nossas observagSes, parece projg
tar-se significativamente paré a formaggo reticular mesencefa
lica & o nicleo espinal . do trigémeo, e essa projegdo parece
originar—~se quase que exclusivamente da porcao caudal da par-
te oral desse nlicleo. NAUTA & KUYPERS (1958), em um estudo ba
seado em degeneracao antefﬁgrada no gato, ja haviam descri-
to uma projegadc para a formagdo reticular mesencefilica oriun
da do nicleo espinal do trigéméo.

O nicleo sensitivo principal do trigémeo, os nil
qleos do lemnisco iateral, os nucleos vestibulares medial e
descendente, O nﬁcieo cuneiforme e a substéncig cinzenta dos
seqmentos_cervicais da medula espinal parecemn, . a julgar pe
los presentes dados com HRP, emitir projecces extremamente es
cassas para a formagao reticular mesencefalica. Corres?ondenm
temente, trabalhos baseados em técnica de rastreamento’. ante-—

régrado das conexdes eferentes dessas estruturas sdo ou total

mente negativos, ou sugerem a existéncia de projecoes bastan-
te escassas para a formagao reticular mesencefalica (consultar,

por exemplo, NAUTA & KUYPERS, 1958; MEHLER, 1969; SMITH, 1973;
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'FELDMAN & KRUGER, 1980; KUDO, 1981).

COMPLEXO DA RAFE

Al&m da projegdo oriunda do niicleo dorsal da ra
fe & qual j& nos referimos, verificamos, no presente trabalho,
que nicleos mais caudais do cémplexo da rafe, principamente o

nitcleo magno, tamb@m parecem projetar-se escassamente para a

formagao reticular mesencefdlica. Embora estudos experimen -

tais das projegbes dos nficleos caudais da rafe com técnicas

de degeneragao anterbgrada sejam de dificil execugdo, PETRO—+
VICKY et alii (1981), em um trabalho dessa natureza no rato,

indicaram recentemente a existéncia.de uma projegdo dos  ni-

cleos em pauta para a formacao reticular mesencefilica.

- ALGUMAS POSSIVEIS IMPLICAGOES FUNCIONAIS

Como se poderia prever a partir do conhecimento
da ampla distribuicio das conexdes eferentes ascendentes e
desqendentes da formacao reticular mesencefdlica ( EDWARDS ’
1975; EDWARDS & de OLMOS, 1976; VEAZEY & SEVERIN,AIQBO a, b)),
essa estrutura jé foi implicada eh ﬁm grande nﬁmefo de domi-
nios fisiolOgicos. Entretanto, & provavelmente correto afir -
mar-se que os mecanismos neurais envolvidos no ciclo vigilia-—
sono constituem © campo de pesquisa mais amplamente explorado
no qual a formacao reticular mesencefdlica & encarada como
uma estrutura critica (consultay para revisoces, MORUZZI, 1972 ;
HOBSON & BRAZIER, 1980). De fato, uma longa série de experi -

mentos indica fortemente que os neurdnios da formagdo reticu
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lar mesencefdlica dao origem a um sistema ascendente de proje
goes crucialmente envolvidas na iniciagdo e na manutencio do
estado de vigilia e do quadro de dessincronizagio eletrocor-
ticogrdfica normalmente associado a esse estado. Uma conclusdo
bastante importante sugerida por vdrias observagoes experimen
tals & a de que a atividade dos neurdnios da formagdo reticu-

lar mesencefdlica presumivelmente vinculados ao chamado “sis-

tema ativador ascendente" n3c é uma propriedade intrinseca
desses neurdnios, mas depende fundamentalmente de impulsos
que. vao ter . a . formagao reticular mesencefdlica a

partir de variadas estruturas neurais (ver MORUZZI, 1972).

Os breves comentarios que faremos adiante pre -
tendem indicar, no contexto acima delineado, a possivel impor
tancia funcional de algumas das conexdes descritas na presen-
te tese. E interessante ressaltar, neste ponto, que a regiao

da formacdo reticular mesencefdlica a partir da gual se podem

classicamente eliciar fendmenos de ativagdo com particular fa
éilidade no gato parece, em termos topbgréficos, corresponder
de perto & area injetada em alguns dos presentes experimentos . com
a HRP (compare-se, por exemplo, a Fig.4B do trabalho de MORUZ-
ZI & MAGOUN, 1949, com aFig.3B desta tese). |

Com relacao ds vias que poderiam possivelmente
conduzir informa¢Oes sensoriais para é formagdo reticular me -
sencefalica , nossos resultados indicam gue o Gnico agrupamen-
to _ de neurdnios sensoriais de segunda ordem que parece
ter um acessoiéirééﬁ'importante a formagao reticular mesencefa
lica & o nlicleo espinal do trigémeo. Parece significativo nes-
se contexto lembrar que em experimentos fisiolbgicos no gato

ROGER et alii (1956) verificaram gue, para a manutengac ténica de
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um estado de vigilia, as aferéncias trigeminais parecem ser
nais importantes'do que as olfativas, visuvais, aclisticas, ves=—
tibulares ou vagais. Entretanto, nao hi davida de Que cahais
sensoriais outros que nao o trigeminal também sao capazes de
modular o "sistema ativador ascendente" ao nivel da formacio
reticular mesencefilica. Estudos eletrofisioldgicos mostraram
que neurdnios reticulares mesencefilicos respondem a estimulos
visuais, auditivos, proprioceptivos, somatossensoriais e olfa-
tivos (GROVES et alii, 1973; MOTOKIZAWA, 1974; TAMASY et alii,

1980; FUKUSHIMA et alii, 1981). Nesse contexto, & interessante

notar que ja esta bem estabelecido (consultar, por exemplo .,
BRODAL, 1981) o acesso razoavelmente direto que muitas modali
dades de informagdes sensoriais €xtero, préprio e interocepti -
vas tém a diferentes estruturas caracterizadas nesta tese como
fontes importantes de projecdes para a formacao reticular me -
sencefalica; entre tais estruturas devem ser enfatizados os nii
'cleos reticulares bulbopontinos mediais, o coliculo superior e
a Area parabraquial.

Erparticularmente interessante_o fato de que
muitas . : .. das estruturas cerebrais descritas em nosso tra-
balho como fontes de projegao direta para a formagdo reticular.
mesencefalica ja foram, em estﬁdos fisioldgicos, i.:.implicadas
nos mecanismos altamente complexos de regulacao do ciclo vi-
gilia-sono. fntre essas estruturas poderiamos mencionar: bs
nicleos reticulares oral da ponte (FAVALE 33 alii, 1961), cau-
dal da ponte (DAVID & GREWAL, 1972} e gigantocelular (MANCIA
et alii, 1974), a regifio subtaldmica (STARZL et alii, 1951 ;
ADEY & LINDSLEY, 1959; NAQUET et alii, 1966), o coOrtex cerebral

{BREMER & TERZUOLO, 1954; SEGUNDO et alii, 1955),0 cerebelo

(de ANDRES & REINOSO-SUAREZ, 1979), a Area parabraquial (SAITO
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“et alii, 1977), o complexo da rafe (JOUVET, 1972; PUIZILLOUT

& TERNAUX, 1974) e o locus coeruleus (JOUVET, 1972). £ impor-

tante observar que em quase todos esses trabalhos fisioldgi -

cos os respectivos autores admitem que a participacdo das es
truturas que estudaram na regqulagao do ciclo vigilia-sono en
volve provaveimente uma modulagdo da atividade dos neurdnios

reticulares mesencefalicos associados‘ao "sistema ativador as
cendente". £ claro que muitas das conexdes aferentes da forma
gao reticular mesencefalica indicadas pelos presentes acha-
dos representam vias diretas por meio das quais uma tal modulacao

poderia ser exercida.
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SUMARIO

Uma longa série de experimentos fisioldgicos in
dica flortemente que os neﬁrénios da formagao reticular mesen-
cefalica d3o origem a um "sistema ativador ascendente"que se
projeta difusamente sobre o cdrtex cerebral e esti conséicua~
" mente envolvide no contro;e do cicleo vigilia-sone e de prati-

camente todos os outros aspectos da chamada " atividade ner-

vosa superior”. Parece claro também que grande parte da ati-
vidade espontdnea dos neurdnios da formacio reticular mesence.
falica ndo é autéctone;fe depende. fundamentalmente de proje-
¢oes que vém ter a esses neurdnios a partir de estruturas ros
trais ou caudais ao.mesencéfalo. Do exposto pode-se = inferir
que um conhecimento preciso das conexoes aferentes da forma-
gao reticular mesencefalica &, sem duv1da, vital para o pro-
gresso das ideéias em miltiplos domlnlos funcionais de grande:
1mportan01a. “

As conexoes aferentes da formag3o reticular me-
sencefilica foram estudadas ekperimentalmente no rato com o
auxilio da técnica de rastreaﬁento retrdégrado com a peroxida-
se do rabano silvestfe (HRP){ Os resultados sugerem que as
principais aferencias & por¢ado rostral da formagio reticular
mesencefalica provem do coOrtex cerebral, da zona incerta e

dos campos de Forel, da substancia cinzenta central, dos nG-
cleos reticulares oral e caudal da ponte e de'nﬁcleos cerebe-
lares profundos. ﬁferéncias substanciais ao mesmo territorio
da formagdo reticular mesencefilica parecem provir do colicu

lo superior, da substéncia negra, da Area parabraquial, do ni
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v tleo espinal do trigemeo e do nicleo reticular glgantocelulag

engquanto varlas outrag estruturas cerebralsjentre as quais o

locus coeruleus e o complexo da rafe, parecem representar fon

tes adicionais modestas mas consistentes de projecoes para o
distrito em pauta da formacdo feticular nesencefalica. As co-
nexoes aferentes de porgdes mais caudais da formagao reticu-
lar mesencefalica obedecem, aparentemente, ao padraoc geral a-
cima descrito, com apenas trés excegoes: o cOrtex cerebral, nil

cleos cerebelares profundos e o niicleo espinal do trigémeo pa

recem representar fontes relativamente apenas modestas de pro
jegoes para esses niveis caudais da formacdo reticular mesen-

cefalica.

Os resultadeos desta tese, confirmando e aprofun
dando os de muitos outros investigadores, caracterizam um con
junto de vias nervosas que parecé: constituir uma parte impor
tante do substrato anatomico do ciclo vigilia—sono e de mui-

~ R . i . AL
tas outras funcgoes neurais ditas 'superiores.



APENDICE

CONSIDERACOES METODOLOGICAS

Varios métodos tém sido utilizados para o estudo
da organizagao intrinseca e da hodologia da formacao reticular.
A descoberta, feita por Nissl em ;884, de que os corpos celula
res dos neuronios tinham afinidade pelo azul de metileno, foi
O primeiro passo para identificar os pericdrios neuronais e se
proceder a¢ parcelamento citoarquitetdnico de regioes cere~
brais em agrupamentos circunscritos de células gue possuissen
caracteristicas citoldgicas comuns ("nicleos"). Essa técnica ,
entretanto, ndo permitia a visualizacgdo dos prolongamentos ce-
lulares e de suas conextes. AOC mesmo tempo, Golgi desenvolvia
seu método de impregnagao neuronal com sais de prata; essa tec
.nica, apesar da vantagem de permitir a visualizagao dos prolon
gamentos celﬁlares, podia levar a uma concepcac distorcida da
organizagao neural por ser um método seletivo, ou seja, por
promover a visualizacao de apenas algumas células de uma deter
minada regiao. A técnica de Golgi fornece, éntretanto, valio-
sas inférmagées quanto a@ forma e ao arranjo dos processos neu
ronais, sendo, ainda, a finica de que dispomos até hoje para o
exame das conexoes intrinsecas {curtasg) de_um determinado tex
ritdério. | |

As técnicas éxperimentais de rastreamento antexrg
grado de conexOes nervosas surgiram a partir da descoberta (de
vida a WALLER, no século passado) de que & transeccao de um a-
x0nio seguia-se a degeneracio definitiva de sua por¢ac distal,
isolada do pericario. MARCHI, em torno de 1890, desenvolveu um

método para demonstrar histologicamente, por meio do acido Os-
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miéﬂ, a degeneracao de bainhas de mielina. No Infcio dos anos
50, NAUTA, modificando a técnica de BIELSCHOWSKY de impregnacao
por sais de préta, conseguiu chegar a um método que possibili~
tava a identificagao histoldgica do: axoplasma em processo de
degeneragao "Walleriana", o que represéntou, evidentemente, um
enorme avango no campo da Neuroanatomia Experimental, 3& que
pefmitia_o mapeamento de vias tanto mielinicas como amielini -
cas. Tendo-se em mente, entretanto, que a degeneracdo anterd -
grada de um axonio pode ser provoéada também pela destruicgao
do corpo celular que emite esse mesmo axGnio, compreende-se fa
cilmente que, se a estrutura cujas eferéncias se estd estudan-
.do albergar tantorcorpss celulares como fibras de passagem '
problemas_sérios de interpretacdo surgem com frequéncia quando
ge tenta identificar o local de origem das fibras em degenera-
¢ao observadas no material experimental.

Em 1948, WEISS & HISCOE, em um trabalho bastante
significativo, sugeriram que, em condigoes normais, o corpo ce
lular de um neurdnio sintetiza continuamente substincias que ,
'porjmﬂﬁ)ﬁe1mth»®ramxﬂas&%jco anterdgrado, atingem os terminais
do axdnio. A existéncia de tal fluxo estd amplamente confirma-
da, émbora seus mecanismnos moleculares e biofisicos sejam ain-
da discutidos. E possivel que esse fluxo esteja envolvido nos
processos de influéncia trofica do neurdnio sobre células com
as quais mantém contacto. Outro fato fundamental foi a desco -
berta; por DROZ & LEBLOND (1963), de que os pericarios de neu-
ronios do sistema nérvoso central | sdo capazes de captar a
minoacidos radioativos que lhes sejam ofertados, incorporar es
ses mesmos aminoacidos a proteinas, e, a seguir, "exportar® es

sas proteinas, por meio de fluxo axoplasmatico anterdgrado, a-
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té as terminag¢des dos axOnios. Em 1972, COWAN et alii utiliza-
xam OS fenémenos acima descritos para, em um trabalho de cru -

cial importdncia para a investigac¢ao neuroanatdmica, introdu -

zir uma nova tecnica de -astreamento anterogrado, a técnica
auto-radiografica. De acordo com esse método, pode - se ras-
trear as conexoes eferentes de uma determinada estrutura inje-
tando-se nela aminoacidos radioativos Que,'captados lgelos pe-
ricarios, s%ola seguir, transportados peié célula nervosa até
seus.terminais axonicos, sendo esse processo visualizado pela
aﬁto-radioqréfia}

0 metodo auto-radiografico oferece inGmeras van-
tagené quando comparadoc &s técnicas classicas de degeneragao
anterograda (ver CGRAYBIEL, 1975); a maior dessas vantagens é
representada pelo fato de que os resultados obtidos com a
auteradiografia nao parecem ser influenciados pelas fibras de
passagem que porventuré transitem pela regido na gual se proce
'dé 3 injecdo de aminodcidos radicativos. Além disso, a técnica
auto-radiografica e freqﬁentemenﬁe ‘bem mais sensivel gue o©Os
métodos cldssicos, mormente quando se trata de rastrear axd
nios de pegqueno calibre.

guando seccionamos um axdnio, além da degenera -
cao anteréérada acima referida, ocorre tambéﬁ, em muitos ca -
sos, uma degeneragao temporaria ou definitiva do corpo celular
vinculado ao axdnio em apreco; tal degeneragdo & conhecida co-
mo degeneracao celular retrograda, e ja foi bastante usada no
passadé para se determinar a origem de inGmeras projec¢oes

(ver BRODAL, 1981). Entre os varios inconvenientes da técnica

de degeneragdo retrdgrada para estudos hodologicos, talvez o

mais importante seja a grande fregfiéncia com que a técnica em
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guestao leva a resultados falsamente negativos. -

Uma teénica ée rastreamento retrogrado de cone -
xdes neurais recentemente introduzida e j& solidamenté incorpo
rada a literatura especializada e a que se baseia no fluxo axo
plasmético.retrégrado. Foi demonstrado, inicialmente, gque pro-
teinas como a peroxidase do rabano silvestre (em inglés,”horsg

radish peroxidase“

- HRP}, quando injetadas na musculatura es =
guelética, eram captadas pelos terminais do axonio motor e sub

seqllentemente transportadas para o pericadrio do motoneurdnio
correspondente, onde a HRP podia ser visualizada histoquimica-

mente (KRISTENSSON, 1970; XRISTENSSON et alii, 197']). Em 1972,
La VAIL & La VAIL verificaram gque O mMeSmO processco Qcorre no
sistema nervoso central.

Quando confrontada com o método classico de ma -
peamento retrdgrado de conexdes neurais, a técnica que utiliza
‘a HRP apresenta as vantagens de se basear em um fendomeno f£isio
1dgico natural (o fluxo axoplasmitico retrdgrado), de ser mui-
to menos trabalhosa e caprichosa do qué o método classico, e
de fornecer um ntmero muito menor de resultados falsamente ne
gativos, podendo ainda ser utilizada em animais de qualgquer i-
dade f o método cléssico fornége resultados satisfatdrios ape-
nas em animais muito jovens) (ver NAUTA et alii, 1974).

Os estdgios sucessivos do método da HRP consis -
tem na injegdo intracerebral da enzima na area a ser estudada,
na sua captacao pelos terminais axonais e transporte para os

corpos celulares dos neurdnios, e, finalmente, na visualizagao
histoquimica da enzima.
A injecao intracerebral pode levar

a wuma lesao tigsular indesejavel na medida
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em que ja se sabe  que nos axOnios lesados a enzima
é'captada por difusao paésiva e transportada em sentido celulipeto e celull
fugo. O aperfeigoamento metodoldgico que levou & ejegdo microg
1étroforética da HRP a partir de micropipetas cém um calibre -
de 10 a qum(GRAYBIEL & DEVOﬁ, 1974), procedimento esse que a-
presenta a vantagem de permitir depdsiteos restritos e concen -
trados de HRP;'embora tenha diminuido sobremaneira é possibili
dade de lesao tissular direta, pa£ece nao ter reéolvido comple
tamente o problema da captacao da enzima por. fibras de passa -
gem, pelo menos em certos sistemas neurais (HERKENHAM & NAUTA,
1977). |

Parece bem estabelecido qgue a caétagéo de macro-
moléculas pelo processo de endocitose no terminal do axdnio o-
corre de maneira seletiva, envolvendo carga, composicao de glicg.
calix, tamanho molecular etc;.(KRXSTENSSON, 1978); entretanto,
_discute—se ainda que organélas citoplasmaticas estariam envol-
vidas no transporte retrogrado do material captado, tendo al -
guns aut01es relatado a presenca de enzimas exoqenaq nos tibu-
los do reticulo endoplasmidtico liso e em vesiculas intracito -
plasméticas (KRISTENSSON - & OLSSON, 1976), enguanto outros con-
testam a pafticipagao de;éas organelas no processo de transpolX
te (La VAIL et alii , 1980); ji foram observados tambem qua -
tro diferenﬁes tipos de "organelas envolvidas por membranas
tanto em axdnios mielinicos como em amielinicos” contendo o m2
terial enzimatico (La VAIL & La VAIL, 1975).

Para a visualizagao histoquimica da enzima ja e-

yistem varias técnicas propostas, que incluem diferentes proce
dimentos e crombgenos variados (MESULAM & ROSENE, 13879); pare-

ce haver consenso no sentido de que, de todos os procedimentos
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propostos até agora, o mais sensivel seria o de MESULAM et alii
(19803, utilizado né-presenta teée.

. Nenhuma das técnicas acima discutidas nos da qual
guer indicagao acerca da natureza do mediador quimico utilizado
nas vias anatdmicas investigadas. Nas duas dltimas decadas, po-
rém, foram introduzidas infimeras técnicas histoquimicas que per
mitem a visualizagao seletiva de vias neurais presﬁmivelmente
colinérgicas, noradrenérgicas, adrendrgicas, dopaminérgicas e
serotonérgicas (ver LINDVALL & BJORKLUND, 1974; NAUTA & EBBES -

SON, 1970). Por enguanto, entretanto, esses méetodos se restrin-

gem a apenas uma frégéo dos possiveis mediadores centrais, e
frequentemente nido & facil a determinagdo precisa dos locais de
origem das projegoes estudadas.

Finalmente, e importante mencionar gue apenas a
microscopia eletrdnica permite a confirmagéo‘da existéncia de
uma projegdo sugerida pela-microscopia Optica e a realizagdo de
uma anilise acurada dos padrdes de articulacdo sindptica em um
&eterminado territdrio neural; entretahto, as imensas limita -~
¢goes de uma tal abordagem para O eétudo dé hodologia do sistema
nervoso central sfo por demais Obvias, e & claro que estudos
pormenorizados por meio de microscopia optica sao um pré—requi—
sito para investigagoes eletromicroscopicas.

De tudo o gue se viu acima resulta evidente o fa-
to de que a elucidagao da organizagdo anatdmica de uma regiao
como a formagdo reticular, em que existe abundante mescla de pe
ricarios e fibras de passagem, & tarefa longa e ardua, gque de-
manda o aCOplamehto judicioso de grande namero de métodos de

pesguisa.
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