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SEZIONE I1I

(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Fisiologia. — Connessioni callosali reciproche tra I’area someste-
sica prima e seconda del Primate ®. Nota di Fiorenzo ConNTI, MARA
FaBr1 e TuLLio MaNZzONI, presentata **) dal Corrisp. O. PINOTTI

SummMAaRY. — In order to study the callosal connections between the first and
the second somatosensory areas (SI and SII) of primates, experiments were performed
in 4 macaque monkeys in which horseradish peroxidase (HRP) was injected in
area SI. Two animals received multiple HRP injections (12 injections of 0.5 pl
each) either in the trunk or in the hand representation zone of area SI. The other two
animals received two injections of HRP, one in the trunk and one in the digit zone of
the same area. Two series of alternate sections of the brains were prepared. The first
was processed for HRP reaction with a cobalt-enhanced method and the second accord-
ing to the tetramethylbenzidine (TMB) procedure. In the series of brain sections pro-
cessed according to the TMB procedure, terminals of callosal fibres and callosal project-
ing neurones labelled with HRP were found in the contralateral area SII. In the series
of brain sections processed for HRP reaction according to the cobalt-enhanced method,
labelled callosal neurones in area SII were very rare. The topography of callosal ter-
minals and neurones in area SII depended on the zone of the body map of area SI injected
with HRP. Callosal terminals occurred predominantly in layer IV. Few terminals
were also present in supragranular layers and in layer VI but were absent in layer V.
About 909 of the labelled callosal neurones were distributed in layer III and 109, in
layers V and VI. The results confirm previous experiments showing that the hand zone
of area SI of primates sends callosal fibres to the homofunctional zone of contralateral

area SII and show that both hand and trunk zones of the latter area send back callosal
fibres to contrglateral area SI.

L’organizzazione delle connessioni callosali tra aree corticali dei due emi-
sferi sembra conformarsi a due principi generali: il principio di eterolateralita
ed il principio di reciprocita. Il principio di eterolateralita, formulato origina-
riamente da Mellus [11] all’inizio del secolo e successivamente confermato ed
esteso da Mettler [13], stabilisce che una determinata area corticale invia all’emi-
sfero contralaterale proiezioni callosali che terminano non solo nell’area omo-
loga (proiezione omotopica) ma anche in aree non omologhe (proiezione etero-
topica) che sono simmetriche a quelle che nell’emisfero ipsilaterale ricevono
proiezioni associative dalla stessa area. Il principio della reciprocita prevede la

(*) Lavoro eseguito col sussidio del Ministero della P.I. e della Regione Marche
nell’Istituto di Fisiologia umana dell’Universita di Ancona.
(**) Nella seduta del 28 giugno 1985.
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bidirezionalitd delle proiezioni cortico—corticali, sia associative che callosali,
nel senso che per ogni proiezione in atto tra un’area e I’altra esiste la proiezione
reciproca.

Le connessioni cortico—corticali delle aree somestesiche prima (SI) e se-
conda (SII) dei Primati in parte seguono ed in parte disattendono, invece, que-
sti principi. L’area SI, infatti invia proiezioni callosali sia all’area omologa [2,
6, 9, 15] che all’area SII dell’emisfero contralaterale [6, 10, 15] ed invia inoltre
una proiezione associativa [3] all’area SII dell’emisfero ipsilaterale. L’area SII,
invece, pur inviando fibre associative all’area SI ipsilaterale [3, 7], sembra essere
connessa, tramite il corpo calloso, solo con I’area omologa contralaterale [6, 15].
Non ¢ mai stata dimostrata, infatti, una proiezione callosale eterotopica inviata
dall’area SII di un lato all’area SI contralaterale. L’assenza di questa proie-
zione rappresenterebbe quindi, nell’organizzazione delle proiezioni callosali
delle aree somestesiche, un aspetto che & in contrasto sia con il principio del-
Peterolateralita che con quello della reciprocita.

L’esistenza di una proiezione callosale SII-SI avrebbe una particolare ri-
levanza anche sul piano funzionale, in quanto mediante questa proiezione I’area
SII risulterebbe collegata in uscita direttamente con 'area SI, che rappresenta
la fonte principale delle informazioni somatosensoriali che provengono dall’emi-
sfero contralaterale. Come esposto in precedenza, infatti, ’area SI non solo invia
proiezioni callosali dirette all’area SII ma invia fibre associative anche all’area
SII ipsilaterale [3]. E verosimile che queste fibre formino sinapsi con quei neu-
roni callosali di questa area che a loro volta proiettano all’area SII contralaterale.

Per le ragioni esposte sopra sono state intraprese le presenti ricerche nel
Primate, impiegando la tecnica del trasporto assonico di perossidasi di rafano
che veniva iniettata nell’area SI, in zone corticali identificate mediante deriva-
zioni microelettrodiche.

Gli esperimenti sono stati eseguiti in 4 scimmie del genere macaco, di peso
variabile tra 4,5 ¢ 9 Kg. Gli animali, anestetizzati con ketamina (33 mg/Kg),
venivano sottoposti in condizioni di asepsi a craniectomia ed a sezione della
dura madre in corrispondenza del lobo parietale, a fine di esporre la corteccia
del giro post—centrale. Si passava quindi all’identificazione elettrofisiologica
delle varie suddivisioni topografiche dell’area SI utilizzando microelettrodi di
tungsteno, mediante i quali venivano derivate le risposte multineuroniche alla
stimolazione della periferia somatica. Successivamente si procedeva alla inie-
zione di perossidasi di rafano (Boehringer, grado I; 309, in soluzione fisiolo-
gica). Due animali hanno ricevuto due iniezioni ciascuno di perossidasi (0,8 pl
ciascuna), una nella zona di rappresentazione della superficie dorsale del tronco
e Daltra nella zona di rappresentazione del II dito della mano contralaterale.
Nei restanti due animali, invece, sono state eseguite iniezioni multiple di peros-
sidasi (12 iniezioni da 0,5 ul 1’'una) nella regione di rappresentazione del tronco
ovvero in quella della mano. Trascorse 36 ore circa dalle iniezioni, gli animali
venivano anestetizzati con barbiturici (Nembutal; 35 mg/Kg i.p.) e quindi sa-
crificati mediante perfusione intra—aortica con soluzione salina seguita da ap-
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posito fissativo. I cervelli venivano poi rimossi e sia gli emisferi di iniezione
che quelli contralaterali sezionati frontalmente mediante microtomo congelatore
(sezioni di 80 pm di spessore). Per ogni emisfero venivano allestite due serie di
sezioni istologiche alternate. Una serie ¢ stata trattata per la reazione istochi-
mica della perossidasi secondo il metodo di Mesulam [12], mentre altra serie
¢ stata trattata secondo il metodo di Adams [1]. Come ¢ noto, il primo metodo,
piu sensibile del secondo, consente non solo 'identificazione dei neuroni mar-
cati per via assonica retrograda, ma anche dei terminali assonici marcati per
via anterograda. Tutte le sezioni sono state successivamente montate su vetrini
e studiate al microscopio prima e dopo controcolorazione con rosso neutro (se-
zioni trattate secondo il metodo di Mesulam) o con blu di Toluidina (sezioni
trattate secondo il metodo di Adams). La distribuzione dei neuroni e dei termi-
nali marcati con perossidasi, sia a livello corticale che talamico, nonché I’esten-
sione dell’area di diffusione del’HRP ed i confini citoarchitettonici sono stati
riprodotti su un registratore X-Y collegato mediante potenziometri ed ampli-
ficatori al tavolino traslatore di un microscopio.

Nella presente Nota verranno riferiti i risultati relativi allo studio delle
proiezioni callosali tra ’area SI e ’area SII dell’emisfero contralaterale, mentre
verranno descritte in una Nota successiva alcune osservazioni relative ai colle-
gamenti associativi tra ’area SI e 'area SII dello stesso emisfero.

Negli animali in cui sono state eseguite due iniezioni di perossidasi, una
nella zona di rappresentazione del tronco ed una in quella del IT dito della mano
contralaterale, la diffusione dell’enzima era limitata all’area SI. La regione cen-
trale dell’area di diffusione era confinata alla formazione grigia ed interessava
prevalentemente le aree 3 b ed 1, mentre I’alone periferico si estendeva alle aree
2 e 3a e, in parte, alla sostanza bianca sottostante. Nel talamo ipsilaterale al-
I’emisfero di iniezione sono stati rintracciati numerosi neuroni marcati per via
retrograda con perossidasi nel nucleo ventralis postero-lateralis, pars caudalis
(VPLc) e, in parte, nel nucleo centralis lateralis (CL). 1 neuroni presenti nel
nucleo VPLc formavano due densi raggruppamenti topograficamente distinti,
situati medialmente e lateralmente nel nucleo. Il raggruppamento mediale cor-
rispondeva alla zona di rappresentazione talamica della mano, mentre quello
laterale corrispondeva alla zona di rappresentazione del tronco [5, 18].

Nell’emisfero contralaterale di questi due animali sono stati messi in evi-
denza, a livello della corteccia dell’opercolo parietale, in una regione corrispon-
dente all’area SII, sia neuroni marcati per via retrograda che terminali assonici
marcati per via anterograda. Si sono potuti osservare due raggruppamenti to-
pograficamente distinti di elementi marcati con perossidasi. Un primo raggrup-
pamento era localizzato posteriormente nell’area SII, a livello della regione cen-
trale della corteccia che forma il tetto della scissura di Silvio e che corrisponde,
nelle mappe elettrofisiologiche [16, 17], alla zona di rappresentazione della mano.
Il secondo raggruppamento era invece localizzato anteriormente nell’area SII,
in quella parte di corteccia situata dorsalmente all’insula e che corrisponde alla
zona di rappresentazione del tronco [16, 17]. In tutte le sezioni esisteva una
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buona correlazione topografica tra la distribuzione dei neuroni e quella dei ter-
minali. I neuroni erano localizzati pressoché esclusivamente nel III strato, men-
tre la densitd dei terminali era massima nel IV strato e decresceva procedendo
negli strati sopragranulari.

Nel preparato in cui sono state eseguite iniezioni multiple di perossidasi
nella zona di rappresentazione del tronco, la regione centrale dell’alone di dif-
fusione della perossidasi interessava tutte le suddivisioni citoarchitettoniche
che compongono I’area SI e si estendeva, nella sua parte periferica, caudal-
mente fino alle regioni pit anteriori dell’area 5 e, rostralmente, all’area 3 a ed
alle porzioni pil posteriori dell’area 4. Nel talamo ipsilaterale densi gruppidi
cellule marcate con perossidasi erano localizzati nel nucleo VPLc ove occupa-
vano, per lintera estensione dorso—ventrale, una sottile lamina di tessuto a for-
ma di caratteristica lamella [18], situata lateralmente nel nucleo. Sparse cellule
marcate erano presenti nei nuclei CL, paracentralis (Pcn), lateralis posterior
(LP), pulvinar oralis (PulO), mentre qualche rara cellula (2-3 per sezione) &
stata rintracciata anche nel nucleo ventralis postero-lateralis, pars aralis (VPLo).

Nel preparato in cui sono state eseguite iniezioni multiple nella zona di
rappresentazione della mano dell’area SI, la zona centrale di diffusione dell’en-
zima includeva le aree 3b ed 1, ma I’alone periferico comprendeva rostralmente
parte dell’area 3 a e, caudalmente, I’area 2 e la regione piu anteriore dell’area 5;
lateralmente, ’area di diffusione si estendeva alla zona di proiezione trigeminale
dell’area SI. Nel talamo ipsilaterale erano presenti densi gruppi di neuroni mar-
cati raggruppati in una lamella dorso—ventrale situata nella regione mediale del
nucleo VPLc, in corrispondenza della zona di rappresentazione della mano
[5, 18]. Neuroni marcati erano inoltre presenti nel nucleo CL, nel nucleo ven-
tralis postero—medialis (VPM) e nelle porzioni piu anteriori del nucleo PulO.
Nel nucleo LP sono stati osservati rari neuroni debolmente marcati.

In entrambi gli animali iniettati con elevate quantita di perossidasi erano
presenti nell’opercolo parietale dell’emisfero contralaterale numerosi neuroni
callosali marcati per via retrograda e terminali di assoni callosali marcati per
via anterograda. Gli elementi marcati erano addensati nell’area SII, ove si
estendevano ampiamente in direzione rostro—caudale e medio-laterale. Rari
neuroni debolmente marcati erano presenti anche in altre regioni dell’opercolo
parietale non facenti parte dell’area SII. Un discreto numero di neuroni marcati
era presente anche nella regione centrale dell’insula.

Nell’area SII il numero dei neuroni e la densita dei terminali marcati erano
significativamente maggiori in due regioni corticali topograficamente distinte.
La localizzazione medio-laterale di queste regioni dipendeva dalla sede dell’area
SI contralaterale in cui erano state eseguite le iniezioni. Nell’animale in cui
era stata iniettata la zona di rappresentazione della mano, gli elementi marcati
erano addensati nella porzione centrale della corteccia che forma il tetto della
scissura di Silvio (fig. 1), corrispondente alla zona di SII attivata dalla stimola-
zione dei recettori tattili della mano [16, 17]. Nell’animale in cui era stata iniet-
tata la zona di rappresentazione del tronco di SI, la regione di SII contenente
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Fig. 1. — Riproduzione schematica di due sezioni istologiche (A e B) dell’emisfero destro
di un preparato in cui sono state eseguite iniezioni multiple di perossidasi di rafano (12
iniezioni da 0,5yl ciascuna) nell’area SI (zona di rappresentazione della mano) dell’emi-
sfero contralaterale. In A" ¢ B’ sono riprodotte, a maggior ingrandimento, le regioni cor-
ticali circostanti il solco di Silvio; nella regione dorsale (area SII) sono mostrati sia i
neuroni callosali (punti) che le zone in cui sono presenti i terminali delle fibre callosali
(aree delimitate dalla linea continua). Abbreviazioni: SC, solco centrale; SS solco di
Silvio; SIP, solco intraparietale; ST, solco temporale.

gli elementi marcati con perossidasi era situata piu lateralmente, in prossimita
del solco circolare superiore (Tav. I), in una regione che corrisponde topografi-
camente alla zona di SII attivata dalla stimolazione dei recettori tattili del tronco
[16, 17].

Calcolando la densita dei neuroni callosali per unitd di superficie corticale,
non & stata messa in evidenza nessuna differenza significativa tra i due animali.
E risultato infatti, da un campione di 831 neuroni callosali, rilevato nelle zone
di massima densitd di 9 sezioni istologiche di ciascun preparato, che nella zona
della mano di SII erano presenti in media 33.9 4 12 (d.s.) neuroni per mm?
mentre nella zona del tronco la densith media era di 45 4 22.3 (d.s.) neuroni
per mm? (P > 0.10).

E importante notare che tra le due serie di sezioni istologiche dell’emisfero
non iniettato, quella trattata per la reazione della perossidasi secondo il metodo

4. — RENDICONTTI 1985, vol. LXXIX, fasc. 1-4
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di Adams, e quella trattata secondo il metodo di Mesulam, sono emerse diffe-
renze molto significative circa il numero di neuroni callosali presenti nell’area
SII. Infatti, solo nella seconda serie di sezioni istologiche & stato possibile iden-
tificare un elevato numero di neuroni callosali marcati con perossidasi, mentre
nella prima serie ogni sezione istologica conteneva non piu di uno o due neuroni
callosali.

Negli animali iniettati con elevate dosi di perossidasi, la distribuzione la-
minare dei neuroni e dei terminali era simile a quella osservata negli animali
iniettati con piccole quantita di perossidasi. I neuroni callosali erano infatti
addensati nella parte pit profonda del IIT strato e nel V-VI strato (fig. 1,
Tav. I). Ripartendo un campione di 1.522 neuroni callosali secondo la loro di-
stribuzione laminare, & risultato che 1.387 (91,19%,) erano localizzati nel III
strato e 135 (8,99,) nel V-VI strato. I terminali erano invece prevalentemente
concentrati nel IV strato, ma visibili anche nel VI strato e negli strati sopragra-
nulari. Morfologicamente, i neuroni callosali del III strato erano di tipo pira-
midale, quelli degli strati infragranulari di tipo sia piramidale che non pira-
midale.

E stato inoltre possibile correlare la distribuzione relativa dei neuroni cal-
losali e dei terminali delle fibre callosali. In genere, le aree corticali contenenti
un’elevata densitd di terminali contenevano anche un elevato numero di neu-
roni. Sono state comunque osservate zone contenenti un discreto numero di
neuroni marcati ma pressoché prive di terminali e viceversa. Spesso, le zone
corticali contenenti entrambi gli elementi marcati con perossidasi, assumevano
la forma di colonne radiali (Tav. I), larghe circa 400-500 pm, intervallate da
zone con densita particolarmente bassa, ovvero prive, di elementi marcati [4, 14].

I risultati ottenuti nella presente ricerca consentono alcune brevi conside-
razioni che verranno esposte con maggiori dettagli nel lavoro in extenso.

I dati ottenuti a seguito delle iniezioni di perossidasi nelle diverse suddivi-
sioni funzionali dell’area SI confermano; da un lato, i risultati di precedenti
esperimenti secondo cui quest’area invia all’area SII contralaterale fibre callo-
sali originate anche dalla zona di rappresentazione della mano [10] e, dall’altro,
mettono per la prima volta in evidenza che le proiezioni callosali SI-SII sono
reciproche, in quanto anche I'area SII ¢ provvista di proiezioni callosali desti-
nate all’area SI. Pertanto, i principi generali di eterolateralita e di reciprocita
delle connessioni cortico—corticali, ricordati all’inizio, valgono anche per le con-
nessioni in atto tra le aree somestesiche del Primate.

Negli animali in cui sono state iniettate quantitd limitate di perossidasi,
non si ¢ verificata diffusione di enzima fuori dai confini citoarchitettonici del-
I’area SI. A livello del talamo, infatti, i neuroni marcati per via retrograda sono
stati rintracciati solo nel VPLc, provvisto di proiezioni specifiche all’area SI e,
in parte, nel nucleo CL, di cui & nota da tempo una proiezione alla stessa area
corticale [8]. E pertanto da escludersi I'ipotesi che in questi animali sia i terminali
assonici che i neuroni callosali rintracciati nell’area SII contralaterale alla sede

di iniezione siano stati marcati per assunzione di enzima da regioni corticali
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limitrofe all’area iniettata. Era peraltro gia noto che le aree 5 e 7, situate caudal-
mente all’area SI, e I’area 4, situata rostralmente, non inviano proiezioni callo-
sali all’area SII [6, 15]. In questi due animali, ’area di diffusione dell’enzima
nella sede di iniezione ha interessato prevalentemente i campi citoarchitettonici
3b e 1 dell’area SI e, solo marginalmente, i campi 3a e 2. Se, come ¢& stato
descritto in precedenza [2, 9, 10], I'area citoarchitettonica 2 costituisce la prin-
cipale sede di origine e di arrivo delle proiezioni cortico—corticali dell’area SI, si
puo allora ritenere che la limitata densita di elementi callosali marcati, rilevata
nell’area SII di questi animali, possa essere dovuta, almeno in parte, alla bassa
concentrazione di perossidasi nell’area citoarchitettonica 2. Nei due animali
in cui sono state iniettate nell’area SI quantita maggiori di perossidasi, & stata
invece osservata una densitd molto elevata sia di terminali che di neuroni callo-
sali marcati nell’area SII contralaterale. E verosimile che la maggior densita
di tali elementi sia dovuta non solo alla maggior concentrazione, in assoluto,
di enzima nell’area di iniezione, ma probabilmente anche al maggior interessa-
mento dell’area citoarchitettonica 2. Si pud comunque escludere, per le ragioni
esposte sopra, che la maggior densita di tali elementi sia dovuta alla diffusione
di perossidasi alle aree confinanti con I’area SI iniettata, diffusione che comun-
que & avvenuta, come ¢ attestato sia dalla distribuzione nucleare dei neuroni
marcati a livello del talamo che dalla presenza, nell’emisfero contralaterale, di
terminali e neuroni callosali marcati in diverse aree corticali.

La proiezione callosale SII-SI, rilevata per la prima volta nei presenti
esperimenti, non era stata messa in evidenza nelle precedenti ricerche anato-
miche ricordate all’inizio, basate sia sul metodo della degenerazione anterograda
di fibre callosali che sul trasporto assonico retrogrado di perossidasi [6, 15]. Le
tecniche utilizzate in questi esperimenti per mettere in evidenza i neuroni perossi-
dasi—positivi erano tuttavia meno sensibili di quelle impiegate nelle presenti
ricerche. Come esposto nei risultati, infatti, tra la serie di sezioni istologiche
trattate con il metodo di Adams e la serie trattata con il metodo di Mesulam,
sono state osservate differenze significative nel senso che solo nelle sezioni trat-
tate con quest’ultimo metodo & stato possibile identificare i neuroni di origine
della proiezione callosale SII-SI. E quindi probabile che la differenza tra i ri-
sultati della presente ricerca e quelli delle ricerche precedenti sia in realta do-
vuta alla diversa sensibilita del metodo istochimico impiegato.

Per quanto riguarda il significato funzionale della proiezione callosale SII-
SI, possono essere avanzate per il momento solo ipotesi inferenziali. Mentre ¢
assal probabile che le informazioni sensoriali inviate dall’area SI all’area SII del-
I'emisfero contralaterale (sia direttamente attraverso la proiezione callosale SI-
SIT che indirettamente attraveiso le connessioni associative SI-SII e, quindi,
la proiezione callosale SII-SII), possano determinare la reattivita dei neuroni
dell’area SIT agli stimoli periferici ipsilaterali [10] non ¢ invece probabile che
gli stessi effetti siano provocati dalla proiezione callosale SII-SI. La popola-
zione neurcnica dell’area SI infatti risponde solo agli stimoli periferici contra-
laterali. E invece pil verosimile che la proiezione callosale SII-SI eserciti in
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qualche modo la funzione di regolare semplicemente il flusso di informazioni
che dall’area SI di un lato si dirige all’area SII contralaterale.
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Atti Acc. Lincei — Rend. fisici, F. Conti Ep ALTRI, Connessioni callosali
vol. LXXIX. reciproche, ecc. — TAV. I.

Microfotografia della corteccia dell’area SII in cui sono evidenti sia neuroni che terminali
di fibre callosali, marcati con perossidasi di rafano iniettata nell’area SI (zona di rappresen-
tazione del tronco) dell’emisfero contralaterale. SS, solco di Silvio. Calibrazione: 250 pm.



