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L'INSULA DIIREILE REGIONI PERISILVIANE

1. INTRODUZIONE

Buried in the depth of the lateral fissure lies #r@gmatic
island of Reil, whose functions and affinities aotally

unknown.

Von Bonin G. & Bailey P., 1947

La notion d’épilepsie insulaire, restée dans untaier
anonymat apres les travaux de Penfield, a bénédtia
regain d’intérét au cours des dix dernieres (...).
Cependant, aucune étude systématique de ['épilepsie
insulaire n'a été conduite et la sémiologie clinkqdes

crises insulaires demeure inconnue.

Isnard J. & Mauguiere F., 2005

Tra il Gennaio 1996 ed il Dicembre 2001, cinque igaz soggetti ad epilessie
farmacoresistenti vengono studiati al Dipartimedid\Neurologia Funzionale ed Epilettologia di
Lyon per una valutazione prechirurgica. La sintamitaia riportata dai pazienti verte
principalmente, e in prima battuta, sulla percegiai parestesie e sensazioni spiacevoli diffuse
lungo un’ampia regione comprendente bocca, golariage, con sensazioni di costrizione e di
soffocamento, sensazioni spiacevoli alla laringasione alle ghiandole sublinguali, formicolii del
labbro e delle guance, parestesie alle gengive, imemti oroalimentari, deglutizione e
ipersalivazione. In una seconda fase dell'attadconanifestano deficit linguistici (disartria e
mutismo), distonie e contrazioni cloniche degli artperiori e del volto, fino ad una conclusiva
perdita di contatti col mondo esterno (Isnard gt2404).

Negli stessi anni, tra il 1999 ed il 2001, un’equigel Bispebjerg Hospital di Copenhagen
(Christensen et al., 2005) studia 'andamento reledrdiografico di 43 pazienti nelle prime 24 ore
immediatamente successive al verificarsi di unsicgelezionandoli in base al sito corticale. La
lesione corticale acquisita provoca nei paziensieosti una batteria di interessanti conseguenze
sullandamento cardiaco: tachicardia sinusale snftequenza cardiaca superiore ai 120 bpm, una
percentuale maggiore al 10% di battiti ectopicin® slivellamento del tratto ST. In particolare,
viene segnalata la presenza di una lateralizzazaieeper cui le lesioni localizzate nell’emisfero

destro risultano caratterizzate da fibrillazionead#, blocco atrio-ventricolare, battiti ectopiei
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L'INSULA DIIREILE REGIONI PERISILVIANE

onda T invertita. Inoltre, le lesioni localizzatellremisfero destro mostrano secondo il gruppo
danese un’interessante correlazione con il fenonsinmorte improvvisa a 3 mesi dallictus
(“sudden death”).

Nessuna particolare variazione ECG, ne’ alterazideketratto QT, € invece riportata dal
gruppo del Dipartimento di Neurologia di Losanna,Svizzera, quando tra il 1990 ed il 1999
vengono investigate le conseguenze di ictus lacalizin una regione corticale attigua e
immediatamente posteriore a quella studiata dalijss danese. | 4 pazienti descritti dal gruppo
svizzero (Cereda et al., 2002) riportano invecejwinspecifiche classi di manifestazioni cliniche:
stereoagnosia e deficit sensoriali della modaditéle, dolorifica superficiale e termica localitizal
volto, al braccio, al tronco, alla gamba; disordinistativi (come l'incapacita nel discriminare
soluzioni saline o acide); sindrome vestibolarerdjpa di equilibrio, instabilita, difficolta a
camminare); episodi ipertensivi e disordini neurcpisgici (afasia, disartria, somatoparafrenia).

Concludendo questa breve panoramica neuropsicalogel novembre del 2000 una breve
comunicazione apparsa sulla rivigtature NeurosciencéCalder et al., 2000) riporta il caso di
N.K., un ragazzo di 25 anni soggetto ad una lesgamebrale localizzata nello stesso sito corticale
dei pazienti descritti precedentemente. N.K. hamatircapacita visive ed uditive, ed e in grado di
riconoscere volti noti, come quelli di persone famoidentificandone regolarmente nome e
occupazione; tuttavia, quando gli viene domandato ridonoscere I'espressione emotiva
rappresentata in immagini standard come quelleadsdlie di Ekman e Friesen, N.K. riconosce
correttamente tutte le espressioni con la solazeémoe del disgusto, il quale viene generalmente
confuso con un’espressione di rabbia. Sorprendemttam allorquando N.K. viene sottoposto a
suoni non verbali associati ad espressioni emotiggpore di riconoscimento dell'espressione di
disgusto si ripresenta nuovamente, mentre tutteallee espressioni vengono correttamente
identificate, dimostrando quindi la transmodali&é deficit. Ancora piu sorprendente ¢ il fatto che,
guando sottoposto a scenari in grado di suscitagusto nei soggetti di controllo, N.K. mostra un
grado di sensibilita molto basso a tale emoziomgprzando ulteriormente lipotesi di un deficit
transmodale comune a compiti percettivo/cognitivicanoscimento e discriminazione di
espressioni emotive di disgusto) e ad esperienzgirin prima persona (essere disgustato).

La breve scaletta clinica e neuropsicologica prasanmostra una sequenza di diverse
tipologie di deficit conseguenti lesioni corticatihe attraversa i domini cognitivo, emozionale,
somatosensoriale, visceromotorio e cardiorespimtdtroprio a causa di tale varieta di domini
interessati, risulta sorprendente sapere che Igndgsiica per immagini, eseguita nei differenti
ospedali e centri di ricerca, ha mostrato comeutti t pazienti sopra descritti una medesima e

circoscritta regione corticale risulta essere ggsata: I'Insula di Reil.
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L’Insula di Reil & un’ampia struttur
corticale descritta per la prima volta n
1796 dallanatomista e fisico tedesq
Johann Christian Reil, dal quale prende
nome; l'intera area & nascosta all'interno ¢
solco del Silvio, coperta dall’opercol
frontoparietale, dorsalmente, e dall’'operco
temporale, ventralmente, e la sua estensi

e tale da far si che essa venga comunem

descritta come il quinto lobo cerebrale:

lobo cerebrale medio. La fig.1 (modificata da Shen& Lauer, 1961) mostra la superficie laterale
dell'insula, in grigio, resa visibile a seguito kdelrimozione degli opercoli frontoparietale e
temporale, rappresentati in nero.

In linea generale, e come abbiamo potuto comprerndigte citazioni in apertura, il numero di
studi neurofisiologici dedicati agli aspetti funzai di quest'area & decisamente ridotto, soptattut
se confrontato con il numero di studi dedicatiahilfrontali, parietali, occipitali e temporali. Le
citazioni sopra riportate, la prima dei neuroanastine neurochirurghi Von Bonin e Bailey e la
seconda dei neurofisiologi Isnard e Mauguiere,adistI’'una dall’altra piu di mezzo secolo, ma
convergono su un punto sostanziale e fondamentéénmamutato: di questa regione del cervello si
conosce poco. In effetti, quanto riportato nel 2d@9snard e Mauguiere a proposito della scarsita
di studi sulle epilessie dell'insula, € in realtdatrosa di estendibile piu in generale alle nostre
attuali conoscenze neurofisiologiche e funzionalative a questa regione. Secondo il fisiologo
portoricano José Guillermo Frontera (1956), leaagdi tale oblio vanno ricercate in primo luogo
nelle difficolta incontrate dall’approccio neura@ibgico classico a causa dell'inaccessibilita alla
regione: la posizione profonda, I'opercolarizzaeipfalta vascolarizzazione (I'insula é attraveasat
dall’arteria cerebrale media). Di contro, la coresa dell’'organizzazione funzionale di questa
regione si mostra sempre piu urgente dato lo spdued il perfezionamento di metodologie di
ricerca per immagini, le quali sempre piu spesstividuano attivazioni insulari nel corso di
esperimenti votati ad individuare il supporto amait di processi cognitivi, emotivi e percettivi,
ma anche — come abbiamo peraltro appreso dal rejgbrjruppo di neurologi danese — di un

controllo superiore di modulazione del sistema icaedpiratorio.
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2. L'INSULA DI REIL E LE REGIONI PERISILVIANE

As a whole, the picture of the insular region teaterges
[...] is that of an extreme heterogeneity, both irm® of

histological architecture and neural connections

Clasca F., Llamas A., Reinoso-Suarez F., 2000

2.1. L'Insula di Reil: aspetti filogenetici

Seguendo la posizione proposta nella prima metaeatsllo scorso da Ariéns Kappers (Ariéns
Kappers 1920, 1921, Ariéns Kappers et al., 193@)uale definisce la regione dell'insula come la
corteccia cerebrale prossima al claustro, esissohm tre ordini di mammiferi che presentano tale
formazione: i carnivori, gli ungulati e i primatin questi tre ordini di mammiferi il grado di
opercolarizzazione € minore, fino ad una totalesigmne dell'insula, nelle forme piu primitive,

mentre diventa via via maggiore nelle forme

piu evolute; I'opercolarizzazione non € m
totale ne’ nei carnivori, ne’ negli ungulat
mentre una opercolarizzazione totale si

esclusivamente nelluomo. Landau (1934)

SOLCO
ENTRALE

evidenziato l'esistenza di una correlazio
inversa tra il grado di espansione
opercolarizzazione dell'insula e la riduzior
dell'olfatto che, come vedremo, € modali|
sensoriale rappresentata nell'insula. N
primati superiori come le grandi scimmig
I'opercolarizzazione ha una  cresci
progressiva, tale da includere la regio
insulare del macaco piu regioni adiacenti,
rostralmente che ventrocaudalmente; comp

il solco centrale dellinsula, presente anc

nell'uomo, ma assente nel macaco (fig.zr
Tuttavia, indipendentemente dalla definizione améta proposta da Ariéns Kappers, la

maggioranza degli studi anatomici, odologici edtedésiologici sull'insula provengono oggi da
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esperimenti condotti sul ratto, mentre esistonaisgull'architettonica dell'insula del delfino
(Jacobs et al., 1984; Manger et al., 1998) che slirano la continuita citoarchitettonica con quella
dei primati.

L’ipotesi filogenetica di una graduale opercolaazibne dellinsula trova eco negli studi
ontogenetici relativi alla crescita prenatale dedlgione del solco del Silvio. Nel 1912 Streeter ha
sostenuto che la corteccia dell’insula & la printatezcia ad andare incontro a sviluppo e
differenziazione nel feto. Tale osservazione eastanfermata e sviluppata recentemente. Nel 2007
un’equipe dell’Universita di Lyon ha mostrato (Afét al., 2007) I'andamento degli stadi
morfologici relativi allo sviluppo di solchi e girdellinsula umana dalla tredicesima alla
ventottesima settimana gestazionale. E stato sisgdiiter cronologico in cinque stadi di sviluppo;
di particolare interesse e il terzo stadio, posto la ventesima e la ventiduesima settimana
gestazionale, durante la quale inizia I'opercolazone dell'insula e al contempo il solco centrale
dell'insula diventa visibile. Durante questo stadm sviluppo opercolare procede principalmente
dal lobo parietale e temporale, mentre tarda l'oplarizzazione dovuta al lobo frontale. Tale
processo risulta essere accelerato nell’emisferstrale La chiusura dell'insula posteriore si
completa nel periodo che va dalla ventiquattressetéimana alla ventiseiesima, mentre & soltanto
nel corso della ventisettesima (per I'emisfero wgse ventottesima (per nell’emisfero sinistro)
settimana gestazionale che 'opercolarizzazionBirtalla diviene completa. Dall’iter cronologico
presentato sono di particolare interesse due l@datarda opercolarizzazione, la quale offrira una
possibile interpretazione dei dati architettonieiativi all'insula e alle regioni perisilviane, a |
dissomiglianza tra lo sviluppo dell’emisfero destralel sinistro, la quale invece apre I'eventualita
di una lateralizzazione degli aspetti funzionalh punto, questo, ancora oggi particolarmente

controverso.

2.2. Parcellazione anatomica dell’Insula di Reil delle Regioni Perisilviane

Il piu importante studio sull’architettonica e l'oldgia dell'Insula di Reil lo si deve a M.M.
Mesulam e E.J. Mufson, i quali nel 1982 pubblicaram celebre articolo in tre parti su Journal of
Comparative Neurology in cui descrissero in managnarofondita I'architettonica, le afferenze e le
efferenze corticali dell'insula e delle regioni tdh e temporopolari immediatamente circostanti.
Per quanto occupi un ruolo di primo piano, lo shutiiMesulam e Mufson non é tuttavia uno studio
isolato; al contrario, molti studiosi (Robert & AkeSanides, Jones & Burton, Krubitzer, per ciiare
principali) si sono occupati, sia prima che dopol®82, di descrivere da un punto di vista

neuroanatomico questa regione.
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Tutte le architettoniche presenti concordano neldsudere in tre campi architettonici la
regione, sebbene tale parcellazione sia stata uaiggidi volta in volta impiegando diverse
metodiche: Robert & Akert 1963, e Jones & Burtoir@ ®nediante I'analisi della distribuzione di
perikarya mentre Sanides 1968, il quale giunge raal aonclusione simile sebbene non del tutto
identica alle precedenti, considera la distribugiodi mielina. Mesulam & Mufson 1982
propongono la loro parcellazione basandosi su @afigircongiunta sulla distribuzione di perikarya,
mielina e acetilcolinesterasi (AChE). La triparnize € la seguente:

 Campo Agranulare (lag)Occupa la porzione anteriore ventrale dell'insethinclude parte
della allocorteccia olfattiva prepiriforme (POCprf® distinguibili tre strati agranulari, manca\ |
strato ed il V ed il VI sono fusi insieme; € pretgenno strato di fibre mieliniche e un alto livetlo
AChE intracorticale. In nessun altro settore dedliila il livello di AChE raggiunge il livello

presente nel settore agranulare.

» Settore Disgranulare (IdgDccupa la porzione immediatamente dorsocaudadettesal campo
agranulare, e risulta essere fra i tre il campogsieso; questo campo vede I'emergere di un IV
strato granulare, e l'inizio di una graduale défieziazione del Il strato dal Ill. Il V ed il VI stto
sono ancora difficilmente separabili. La mielingaarsa, e principalmente concentrata negli strati

profondi. Il livello di AChE e minore rispetto aampo agranulare.

e Settore Granulare (lg).Occupa la porzione caudale dell'insula; € unaeooia del tutto
granularizzata; il Il ed il Il non sono cospicili,lll € maggiormente differenziato nella porzione
dorsale; il IV strato € ben visibile ma meno diffieziato rispetto all’opercolo. Si nota un
incremento della mielina ed una scarsa presena&HdE.

13
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Fig. 3 (modificata da Mesulam & Mufson, '82)

In tutti e tre i campi insulari, si osserva comuaaqua generale scarsita di stratificazione e
colonnizzazione, rispetto ad esempio alle aree ¢eatipo parietali. L'unica architettonica che si
discosta lievemente da quella appena presentatzelda gdi Sanides '68, il quale descrive una
componente anteriore peripaleocorticale contendote strati corticali agranulari, seguita da tre
componenti proisocorticali che mostrano un progvesandamento in termini di granularizzazione.
Come si vede, dunque, anche Sanides mantien@ lddeina granularizzazione che si sviluppa
gradualmente nella porzione caudale dell'insula gir anni '60 e gli anni '70 Sanides riprende e
sviluppa una teoria secondo la quale la neocodegdl risultato di un duplice graduale sviluppo
dell'allocorteccia. L’allocorteccia €& costituita dae centri gravitazionali distinti: la paleocoxtig
riconducibile al corpo amigdaloide, e l'archicox; riconducibile alla regione ippocampale.
Queste due protocortecce sono filogeneticameniegenti o sviluppo della neocorteccia e sono
presenti gia negli anfibi. Solo dai rettili in pgiiha la formazione di una peri-allocorteccia, aioe
duplice sviluppo delle due forme di allocortecciana peri-paleocorteccia (regione insulare
anteriore, la quale fu infatti definita da VonBor@nBailey 1947 ‘an unfinished workmansHipe
una peri-archicorteccia (regione della corteccimgoiata). Le due regioni si espandono,
rispettivamente, in linea laterale e mediale, fatbincontrarsi, nella scimmia, nella convessita del

lobo frontale a livello del solco principale. Larppaleocorteccia, in particolare, dovrebbe sorgere
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indicativamente presso la porzione anteriore aliila, a livello della POC. Essendo la POC
parzialmente inglobata dal campo agranulare dslilsm ne conseguirebbe I'assunto secondo |l
guale l'insula anteriore corrisponderebbe ad urke degioni piu arcaiche della corteccia. Questo
assunto diventera di particolare interesse quanamderemo in considerazione gli aspetti
funzionali della regione.

Un interessante passo avanti lungo le fila di quesgionamento lo si deve, ancora una volta,
agli studi di Mesulam e Mufson, i quali ipotizzarsgmpre su base architettonica, che non solo
l'insula bensi tutta la corteccia paralimbica (ilasanteriore, polo temporale e corteccia orbitaia)
stata oggetto di uno sviluppo a cerchi concentiticili centro € dato dalla POC, che si sviluppa co
un anello agranulare prima (lag, OFag, TPag), usgranulare successivo (Idg, OFdg, TPdg, Pl),,
fino ad uno granulare (Ig, OFO, STP, Al, opercadoigtale) e una koniocortex finale (Retroinsula,
Al, BA3). La POC, infatti, & solo in parte inglobahel campo agranulare dell’insula, mentre la
restante parte appartiene ai campi agranulari delteeccia orbitofrontale e temporopolare (fig.3).
Essi sostengono (Mesulam & Mufson 1982, pag.2\vdr aotato Very close parallels between the
organization of the insula and that of the latemabitofrontal and temporopolar regions. These
parallels are so striking that it becomes desirabbeapproach the insulo-orbital-temporopolar
region collectively and as a single enititi’espansione della paleocorteccia ipotizzatdSadaides,
dunque, potrebbe seguire verosimilmente questautdritettonico.

In effetti, € possibile osservare in fig.3 quantstenuto da Mesulam & Mufson a proposito
dello sviluppo a cerchi concentrici dell'intera i@ge perisilviana: la fig.3 mostra un unfolding del
solco del Silvio di un emisfero sinistro di macabesus. E visibile chiaramente I'organizzazione
rostrocaudale dei settori architettonici dell'iresidopra descritta. Il campo dell'insula agranulare
condivide la POC, in nero, con i campi agranulabitofrontale (OFag) e temporale (TPag).
Dorsalmente, il campo dell'insula disgranulare e dantinuita con il settore disgranulare
orbitofrontale (OFdg) posto rostralmente, con iltae agranulare/disgranulare dell’opercolo
frontale (PrCO) posto dorsalmente, e con il setdisgranulare temporale (Pl e TPdg) posto
ventralmente. L’insula granulare e in continuitan dbparietale opercolare (Sll) e con le regioni
granulari e ipergranularizzate dell’opercolo tengbei(All, Al, PA).

Recentemente un gruppo svizzero di neurochirurgi@ibnale e fisiologia guidato dalla
Prof.ssa Morel (Morel et al., 2008) ha iniziato wgtodio di anatomia comparata sull’architettonica
dellinsula nella scimmia e nelluomo. Il criterimpiegato € un criterio multiarchitettonico in cui
vengono messe a confronto diverse tecniche immstoghimiche (proteine leganti il calcio, SMI-
32, acetilcolinesterasi), Nissl e mielina. | ristiltpreliminari aggiornati al 2008 mostrano diverse

suddivisioni ritagliabili all'interno dei domini ahitettonici classici; inoltre, sembra esistere una
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stretta corrispondenza tra i domini rinvenuti netvello della scimmia e analoghi domini presenti
nell’'uomo. Tale studio permettera dunque di estend’'uomo alcune importanti considerazioni
derivate dagli studi su modelli animali. Inoltre, $tudio della Prof.ssa Morel gettera luce anche
sullorganizzazione architettonica delle regioni ripgéviane, come quelle dell'opercolo
frontoparietale.

L’architettonica della regione perisilviana dorsal#insula é stata descritta in maniera
approfondita nel 1963 da Robert & Akert (fig.4). tegione dell’opercolo frontoparietale é stata

suddivisa da questi autori in due porziot
'una piu esterna (inferior face) e una p/
interna (inner face). ~—
La parte piu anteriore di entrambe
porzioni opercolari € occupata dajvercolo - P
orbitofrontale (OFO) la cui costituzione
architettonica ricalca quella della cortecq
frontale granulare. E di  interess PrCO\ 3
l'osservazione degli autori per cui

passaggio tra 'OFO, il quale esce in pa

OF

dall'opercolo, e le adiacenti aree 8 e 6,

comunque graduale.

[

Caudalmente a OFO é podtapercolo
precentrale (PrCO)il quale, pur occupandg

la regione immediatamente laterale all’ar

premotoria ventrale, differisce d
guest'ultima in termini di spessore totale e di umaggiore evidenza di un IV strato, ovviamente
invisibile nella premotoria ventrale, che e agranel Le caratteristiche del Il strato rimandano a
quelle di un 11l strato della corteccia frontalagulare. Il VI strato € suddiviso in due zone.
Posteriormente a PrCO troviamodese opercolari postcentraljarea 3, 1-2, Sll). L'area 3,
ipergranularizzata, interessa solo parzialmentgefoolo, poiché occupa prevalentemente la parte
esposta lungo il silviano (outer face) e solo ingaaggiunge l'inferior face. Dorsalmente all’area
3, si trova una regione molto estesa, che occupdipiue terzi dell’intero opercolo frontoparietale
(inferior e inner face) e che architettonicamentestra continuitd con il pattern del giro
postcentrale, ragion per cui € stata denominatkal@ert & Akert '63, appunto, Area 1-2; va

ricordato tuttavia che la denominazione € basatlugsamente su caratteristiche architettoniche e
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non esistono prove di una analogia con il ruolozfonale delle somatiche primarie del giro
postcentrale.

Il campo posto caudalmente all’area 1-2 € occudatbarea somatica secondaria opercolare
(SI). L’anomalia relativa a questa regione, seaoRdbert & Akert 1963, sta nel fatto che sebbene
da un punto di vista architettonico Sll segue tqratdella corteccia granulare postcentrale, il suo
largo spessore, la differenziazione del Ill stratda presenza di un distinto gradiente nella
dimensione delle cellule, la rende d'altra paitails ad una corteccia motoria precentrale. Va
detto che la regione identificata da Robert & AKE®63 prima e da Jones & Burton 1976 dopo
come SlI, e stata recentemente oggetto di unassifieazione ad opera del gruppo diretto dalla
prof.ssa Krubitzer, la quale nel corso degli ar8l ha proposto una ridefinizione dell’'opercolo
parietale. In particolare, secondo una metodicaosiata di studi anatomici e funzionali, & stato
suggerito che la porzione posteriore delloperquoetale contenga in realta due campi distinti: il
piu anteriore denominato PV (Parietale Ventralehtmeeil campo posteriore resta identificato con

I'area somatica secondaria SlI.

2.3. Connessioni cortico-corticali dell'Insula di Feil e delle Regioni Perisilviane

| primi studi odologici sull’insula sono stati castti negli anni '50 da Pribram mediante una
neuronografia basata sulla stricnina. Sebbenestiadli siano stati in grado di identificare precisi
pattern cortico-corticali coinvolgenti le regionrbdtali, temporopolari, opercolari e le regioni
supratemporali, poi confermate mediante studi pitenti, la metodologia impiegata non poteva
essere considerata attendibile a causa di probigrmseci al metodo, primo fra tutti il problema
della diffusione transinaptica.

Studi successivi (citati da Mesulam & Mufson 1982bhdotti tra la fine degli anni '60 e
I'inizio degli anni '80 hanno indagato la conneité/corticale dell’insula mediante la degenerazione
anterograda, ovvero la degenerazione di regioninesse allinsula a seguito della lesione
chirurgica della stessa; questa metodica ha peorgisavidenziare importanti connessioni con la
convessita prefrontale inferiore, la corteccia tfbontale, I'area 6 ed il giro precentrale, la
corteccia somatosensoriale primaria, il lobulo gtate inferiore e l'opercolo frontoparietale.
All'inizio degli anni '80 Mesulam & Mufson hanno pato avanti uno storico progetto di studio
delle afferenze ed efferenze corticali della stessgione mediante ['iniezione di traccianti
neuronali, anterogradi e retrogradi (HRP, TAA)vdintaggio di questo lavoro va ricercati in primo
luogo nell'identificazione delle diverse circuitercorticali tenendo conto delle diverse sottoregion

identificate architettonicamente dagli stessi autar studio ha messo in evidenza come seppur tutti
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e tre i campi insulari siano connessi con il lolmnfale, il lobo parietale, la corteccia cingolathil
lobo temporale, I'importanza e il peso di tali ceasioni vari a seconda del campo architettonico, e
come esista un gradiente di connessioni insulaticoecorticali in registro con la parcellazione
anatomica. Studi odologici con traccianti neuromagile regioni insulari del gatto (Clasca et al.,
2000) e del ratto (Shi &, Cassell, 1998) hanno ewaiito trend di connessioni analoghi a quelli
identificati nei primati, rafforzando ulteriormentgotesi di una sua precoce e sostanzialmente
inalterata formazione evolutiva

Per quanto riguarda lo studio delle connessiortiamcorticali dell'opercolo frontoparietale,
il numero di studi dedicati alla parte interna @gércolo (inferior ed inner face) € senz’altro
scarsa, mentre esistono diversi studi concentudli porzione piu prossima alla convessita. In un
lavoro di Cipolloni & Pandya del 1999 sono statetiate le connessioni anterograde e retrograde
dell'opercolo frontoparietale lungo tutta la suéeasione rostrocaudale, sebbene il sito di iniezion
spesso si estenda fino all’outer face immediataen@sterno all'inferior face dell’'opercolo. Le
connessioni della regione temporopolare sono ingéae studiate da Moran, Mesulam e Mufson
nel 1987 per mezzo di traccianti anterogradi.

* Insula Anteriore (lag, Idg ant.g il campo con piu forti connessioni con il loborftale.
prefrontale € marcato soprattutto nella regionerdéd¢ e orbitofrontale: orbitale laterale, opercolo
orbitofrontale (OFO), OF granulare (11 e 13) e, arathmente, con la 46, la 12, e I'OF agranulare
e disgranulare. Nella cortaccia postarcuata, Lupm@ncollaboratori (1993) hanno descritto una
parziale marcatura in premotoria ventrale (PMv) & (pre-SMA). Le connessioni con il lobo
parietale sono scarse, principalmente limitate adigione laterale dell'area somatica primaria
(campo di rappresentazione della bocca). Ancheofenessioni con la corteccia cingolata sono
scarse e prevalentemente nella corteccia cingatdtiore (ACC), nella 24 e nel solco trala 24 e |
6 mesiale. Piu interessanti sono invece le conomisson il lobo temporale, che mostrano una
marcatura in tutta la regione del polo temporafgdaulare e disgranulare) e una minore, ma pur
presente, marcatura nella porzione anteriore d&l. &Tnsula anteriore non ha alcuna connessione
con regioni caudali del lobo temporale, come le arditive Al e All. Sono inoltre identificate forti
connessioni interne al campo agranulare con l&ccd olfattiva prepiriforme (POC).

* Insula Media-anteriore (Idgyisulta essere una zona di transizione in ambitolagico cosi
come lo € in ambito architettonico; si ha una mareafrontale complessivamente paragonabile a
guella della regione anteriore, ma con I'assenzaodnessioni con I'opercolo orbitofrontale (OFO)

e in PrCO, mentre si ha un complessivo incremerdla dnarcatura nel lobo parietale che
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comprende, oltre alla citata somatica primaria, Bllobulo parietale superiore PE, ed il lobulo
parietale inferiore rostrale (PF rostrale). L'irsuwhedia-anteriore non risulta essere connessa con
regioni piu caudali del lobulo parietale inferioceme PF caudale, PFG, PG. Le connessioni con la
corteccia cingolata sono moderate, e limitateake 23 e 24. Le connessioni con il lobo temporale
si differenziano da quelle della regione anterg avvicinano a quelle dell’insula posteriore; Al

All, PA, retroinsula (RI) e la porzione anteriorel &TS. Assenti le connessioni con la POC.

* Insula Posteriore (Idg, Igtompleta il passaggio graduale lungo I'asse roatrdale con una
complessiva diminuzione di connessioni frontalineincremento delle connessioni parietali. Sono
estese le connessioni con il lobulo parietale iofer(PF, PFG, PG), con Sll ed Sl opercolare, e
parziali con il lobulo parietale superiore PE. langessioni con la corteccia cingolata sono estese
ma di moderata intensita, prevalentemente con£2& &n la regione del solco tra 24 e 6 mesiale.
Il lobo temporale &€ connesso con l'insula posterietativamente a TPag, Pl, TPg, alle aree uditive
Al e All, e al STS. Moderatamente connesse contguasa sono inoltre PA e la retroinsula RI.

Nessuna connessione con la POC é presente in quasfi.

» Opercolo frontoparietale anterioranclude I'opercolo orbitofrontale (OFO) e l'opetco

precentrale (PrCO). E connesso prevalentementd taivo frontale, in particolare con la 46v, 10,
12. Le connessioni postarcuate sono concentraie nefjione laterale della PMv (campo di
rappresentazione della bocca) fino a PrCO, e meligone laterale al ramo inferiore del solco
arcuato, tra I'OFO e PrCO. Forti sono le connesstom l'insula anteriore dorsale e, in misura
minore, con l'insula anteriore ventrale, mentre rsdrregistra marcatura nelle porzioni caudali

dell'insula.

* Aree opercolari postcentrali (area 3, 1-Z)anno limitate connessioni con il prefrontale,
esclusivamente a livello della 46v. Maggiori soeacbnnessioni con la premotoria, in particolare
con il banco posteriore del solco arcuato (F5a @ E5con la convessita della premotoria ventrale
(F5c e F4). L'area motoria primaria F1 € interessedlla sua porzione piu laterale, e cosi anche la
regione precentrale laterale dellarea somaticangmia. Nel lobo parietale sono diffuse le
connessioni con l'area somatica primaria postcenteon il lobulo parietale inferiore e con il
banco inferiore del solco intraparietale. Le cosiws con le regioni perisilviane riguardano tutto

I'opercolo frontoparietale e la porzione dorsal#’idsula.
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e Opercolo parietale2 costituito da una regione piu anteriore, PVaaida somatica secondaria
piu caudale. Le connessioni delle due aree rigumard&ontalmente, la convessita laterale della
premotoria ventrale (F5¢c e PrCO), il banco posteriaterale del solco arcuato (F5a) e l'area
somatica primaria precentrale (Belmalih et al.,ZJ0Qna scarsa marcatura & presente nell’opercolo
orbitofrontale (OFO) ed estesamente lungo I'opercbbntoparietale. Nel lobo parietale, le
connessioni sono rivolte alla regione ventrale 'aledh somatica primaria, all’area somatica
primaria opercolare e al lobulo parietale inferiangeriore (PF). La principale differenza tra la
circuiteria di PV e quella di Sll sta nelle maggieonnessioni della prima con la corteccia
premotoria, con I'area somatica primaria opercotammn la corteccia parietale posteriore, nonché

con l'auditory belt.
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Fig. 5 — Marcature a seguito di iniezioni di traccianti renali, rispettivamente, nell'insula anteriore, naed
posteriore (Mesulam & Mufson '82) e in tre regiodell'opercolo frontoparietale (Cipolloni & Pandy®?9).
Relativamente all’'odologia insulare € interessantgare come lo spostamento lungo l'asse rostrodaudi
accompagnato da un graduale abbandono delle redialaippresentazione della bocca (orbitofrontalenpotorie e
somatosensoriali), da un graduale incremento dcatara nelle regioni parietali, e lungo il solcon®rale superiore.
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* Opercolo Temporale.Le connessioni corticali prevalenti della regiomemporopolare
disgranulare riguardano insula e lobo frontalendtila e interessata nel suo campo agranulare e
disgranulare, ma non nel campo granulare. Sonorittesmoltre connessioni con la POC. Le
connessioni con il lobo frontale interessano previ@mente la regione orbitofrontale e prefrontale
mediale (area 10 mediale, corteccia paraolfattiveulecallosale) e, in minor misura, I'area 10
laterale ed il giro cingolato anteriore supracalles Questa regione, e piu in generale tutta la
regione del polo temporale, &€ complessivamente potae abbastanza enigmatica; ricopre il ruolo
anatomico di zona di transizione tra I'allocortecolfattiva e la corteccia associativa granularde de
lobo temporale ed € comunemente considerata urdistonvergenza tra input sensoriali (uditivi,

visivi e olfattivi) e limbici.

2.4. Connessioni cortico-sottocorticali dell'Insuladi Reil

Come emergera dai capitoli successivi, al fineathprendere a pieno la funzione dell’'Insula
di Reil, ed in particolare il suo ruolo nella moazibne del sistema nervoso autonomo, una

particolare attenzione va prestata alle connessmnico-sottocorticali.

2.4.1. Connessioni talamiche

Queste connessioni ricoprono un ruolo di partieolarteresse in quanto permettono di
stabilire una segregazione rostrocaudale relatilla #pologia di afferenze autonomiche.
Riportiamo qui sotto le connessioni principali aitenute dai nuclei talamici con I'Insula di Reil e

con le regioni perisilviane.

* Nucleo Ventrale Posteriore Mediale, parvicellula(¢PMpc). Nel 1963 Robert & Akert
scoprono per mezzo di un esperimento di degener@zetrograda un primo importante pezzo del
mosaico delle connessioni insulari sottocortigadovocando la distruzione della corteccia insulare
anteriore e media (lag e Idg) e considerando l@me@gzione che interviene nelle regioni ad essa
connesse, scoprono che l'alterazione maggiore narcarico del nucleo ventro postero mediale
(VMP) come si credeva, bensi prevalentemente aadiiuna piccola porzione talamica a ridosso
dello stesso, ovvero la parte parvicellulare deM®PMpc). Analoghe lesioni a carico della sola
superficie opercolare non mostrano degenerazioh¥llElpc. | dati di Robert & Akert sono poi
stati replicati da Mesulam & Mufson 1984, in un e@smento sulle connessioni talamo-insulari
mediante traccianti neuronali. Il VPMpc & connesso il nucleo del tratto solitario (NTS), il quale

riceve informazioni provenienti dai nervi cranieilative a gusto e olfatto, ma inoltre partecipa all
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regolazione di diversi riflessi autonomici. Ne ftauche I'insula anteriore, il VPMpc ed il NTS
partecipano ad un circuito implicato nella procegsge di informazioni relative al sistema nervoso

autonomo, e specificatamente al sistema parasioapati

* Nucleo Ventro Postero Mediale (VPM)lonostante le connessioni della regione delliasul
anteriore e media riguardino prevalentemente il \eMinche il VPM risulta essere coinvolto nella
circuiteria opercolare. In particolare, la porzionediobasale (VPMmb) risulta essere connessa con
le regioni dell’opercolo pericentrale (area 1-2 r@péare) e ritrasmette informazioni della modalita
sensoriale relative alla lingua e alla cavita otiofgea; la porzione dorsolaterale (VPMdI), implecat
nella ritrasmissione delle sensazioni cutanee dedlzione facciale, non coinvolge le regioni

perisilviane direttamente.

 Complesso Mediale Dorsale (MDl.a divisione ventrale paralamellare di questolemo/a
incontro ad una massiva degenerazione a seguittaldatione della corteccia opercolare
orbitofrontale (OFO) e, in minore misura, dell'itsw@anteriore. In tutti i casi di lesioni a carico d
regioni opercolari e insulari diverse da OFO e lasanteriore, il nucleo MD risulta essere
risparmiato. Nel 1963 il significato funzionale duesta connessioni talamo-corticale risultava
sconosciuta, seppure gia allora era noto il rueldMD ventrale nell’inibizione della respirazione e
la sua connessione con la vocalizzazione e coedéautizione fosse sospettata da Robert & Akert.
Il nucleo MD ha intense connessioni con il sistdimdico, in particolar modo con ipotalamo ed
amigdala, e risulta essere coinvolto in un circumplicato nella processazione di informazioni

motivazionali ed affettive.

* Nucleo Ventrale LateraleSi tratta di una regione talamica implicata néliazione motoria, ed
e connessa con il cervelletto e con settori degljatella base. Questo nucleo non & connesso
direttamente con l'insula, ma raggiunge porzioni’'a@ercolo frontoparietale. In particolare, la

degenerazione della regione mediobasale (VLmbiviieee a seguito della lesione di PrCO.

* Nucleo Ventrale Posteriore Inferiore (VPI). VPl & connesso con l'insula posteriore e con
I'opercolo parietale (PV/SII) e media informaziaelative a sensazioni somestesiche. Sono state
descritte afferenze di questo nucleo relative @ilViéa dei recettori del Pacini, afferenze dal oild
spinale e dalla corteccia somatosensoriale. Ce4Q2) descrive questa porzione del talamo come

un ritrasmettente di informazioni relative al smste simpatico provenienti dalla Lamina | del
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midollo spinale. Vengono ritrasmesse dal VPI infamoni di natura omeostatica quali

temperatura, nocicezione, attivita ormonale ed imogica.

« Pulvinar. E connesso con tutta I'insula e con il polo terafanteriore, e riceve informazioni

dall'ipotalamo, dall’amigdala e dalla corteccia itobrontale; si tratta di un centro di convergenza
degli input di alto livello con input limbici. Latisnolazione del Pulvinar provoca l'arresto della
respirazione e alterazioni di natura vascolare,treestudi di registrazione dell’attivitd neuronale
hanno dimostrato una modulazione durante la faseeward. E implicato nel comportamento

autonomico e al contempo motivazionale.

» |l Genicolato Medialee connesso con l'insula posteriore e con il pelmgorale anteriore e

veicola informazioni di natura uditiva; come abb@nisto, anche le connessioni cortico-cortical
mostrano una rete odologica comprendente le andgaudCome vedremo, anche dal punto di vista
funzionale esistono prove di un ruolo dell'insulasferiore nella processazione dell'informazione

visiva.

* |l nucleo Supragenicolataiceve dal collicolo superiore informazioni relagi a modalita
sensoriali somatosensoriali, uditive e visive. Breesso esclusivamente con la porzione posteriore
dell'insula; riceve dal collicolo superiore e vdeanformazioni multimodali: somestesiche, uditive

e visive. Sono descritte inoltre connessioni coretaone temporopolare disgranulare anteriore.
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X

VPI

Ipotalamo e Cervelletto & NTS Modalita Lamina I Organi tendinei
Amigdala; Gangli Basali o gensoriale di PN del Golgi &

. e lingua e cavita . Recettori
Informazioni VL invia a: Nervi Orofaringen Informazioni Muscolari
Motivazionali BA4.G: Cranici: N Omeostatiche: T

¢ Affettive Associato alle Sensazione tem!)era.tln'a,
vie con cutanea della HOCICEZIONE,
. Netwaork R attivita
fimzione . regione facciale
. olfattivo, = ormonale e
motoria; . . .
gustativo, immunologica
Viscero-
autonomico
Tabella 1
Insula Anteriore Insula Posteriore
MD § VPMpe Pulvinar Gen. Mediale Supragenicolato VPI
NTS Ipotalamo. Amigdala, OF,
Ipote?lamo £ CC. TP Pathway Collicolo Lamina I
Amigdala; 0 : Uditivo Superiore o
S ; - Convergenza di input di alto
Informazioni ; S P et
S E livello e limbici a Informazioni
: Cranici; j _ Pathways: Omeostatiche:
e Affettive - Sm.lole!znone: arrestf) . - Somestesici temperatura,
NG respirazione / alterazioni - Tditivi nocicezione,
olfattivo, | | VROl - Visivi attivita
gustativo, - Registrazione: Fase di 91111011a.1e =
e sberns Reward immunologica
aitjoubnico Comportamento autonomico e
motivazionale
Tabella 2

In tabella 1 sono rappresentate le connessiommtalee della regione perisilviana. Le regioni
del solco laterale sono distribuite secondo ladagli un unfolding virtuale di un emisfero sinistro
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In tabella 2 sono rappresentate piu dettagliataendet connessioni talamiche dellinsula.
Complessivamente, il quadro delle connessioni tatamaulari principali mostra innanzitutto una
importante segregazione lungo I'asse rostrocaugtdévamente alle afferenze del sistema nervoso
autonomo: la regione anteriore, mediante il cicdiisula-VPMpc-NTS, risulta implicato in un
sistema a dominio parasimpatico, mentre la regjpo&eriore, mediante il circuito Insula-VPI-
Lamina I, risulta implicato in un sistema a domisimpatico. In entrambi i casi, come nota Craig
(2002, 2003), le afferenze talamiche mettono inelum ruolo dellinsula come corteccia
interocettiva, cioé implicata nel controllo dell#armazioni di natura omeostatica ritrasmesse dal
corpo, siano esse di natura parasimpatica o siogpdia regione insulare e opercolare anteriore,
connessa con il complesso MD, sembra essere irntglicdunzioni non solo di natura viscerale, ma
anche cognitiva/motivazionale ed emozionale. Ikpesa sistema nervoso autonomo e motivazione
e peraltro un tema molto popolare delle neuroseiarierne, che ha raggiunto anche i non addetti

ai lavori a seguito della pubblicazione di libri aehpio bacino d’'utenza.

2.4.2. Principali connessioni sottocorticali

* Amigdala.Esperimenti di iniezione di traccianti neuronalnha mostrato forti connessioni tra
'amigdala e I'insula anteriore; le connessioni aam particolare con I'area amigdaloide anteriore e
mediale e con i nuclei accessorio basale magndaedlubasale mediale e amigdaloide laterale.
L'insula anteriore € inoltre connessa con i nudatentrali dellamigdala. Il polo temporale
disgranulare, studiato da Moran, Mufson e Mesuld®87), € connesso con i nuclei laterali,
accessorio basale, basale laterale e mediale, curclei centrali e mediali, e con la regione
amidgaloide anteriore e I'area di transizione araldigle corticale. Piu recentemente anche Hoistad
& Barbas (2008) hanno studiato le connessioni a@®ilijdala con l'insula ed il polo temporale
iniettando traccianti neuronali nelle regioni datfiigdala che risultano connesse con la corteccia
prefrontale. | risultati mostrano che tanto il paéonporale mediale quanto I'insula agranulare e
disgranulare hanno dense connessioni con I'amigdaatre le stesse diminuiscono nella regione
del polo temporale laterale e nell'insula granulare

| nuclei basolaterali risultano essere andati itrtoad una espansione recente rispetto ai nuclei
centrali e mostrano connessioni con diverse aregcald, quali le aree polisensoriali e i lobi
frontali. Tra i ruoli dei nuclei basolaterali vil@ modulazione delle risposte dei nuclei centrali a
seguito di un processo associativo, ma i nucleolagerali sono anche implicati in una circuiteria
che comprende i gangli della base — lo striatoreémtin particolare — e varie regioni prefrontali

quali la corteccia orbitofrontale (OFC), la cingalaanteriore (ACC) e la corteccia prefrontale
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mediale (MPFC). Al contrario, i nuclei centralilofieneticamente piu antichi, sembrano essere
relegati ad una funzione piu primitiva, prevalendee relativa alla modulazione di risposte
troncoencefaliche mediante le connessioni conthjamo, la formazione reticolare e varie regioni
del tronco dell’encefalo, finalizzate a coordindee risposte comportamentali, autonomiche e
neuroendocrine. E infatti dimostrato il ruolo daictei centrali nel controllo del rilascio di
dopamina (tramite I'area tegmentale ventrale eald pompacta della substatia nigra), di serotonina
(tramite i nuclei del raphe), di noradrenalinartii il locus ceruleus) e di acetilcolina (tramite
nuclei basali). | nuclei centrali risultano quireisere in grado di controllare un’intera batteria d
risposte del sistema autonomo; al di sotto di qulestisposta viene spezzata in una varieta di sit
basali e troncoencefalici. E interessante notafiativ che I'insula abbia un accesso diretto aieiuc
centrali e non mediato dai nuclei basali, poich®& gibca a vantaggio dell'ipotesi di un accesso

immediato dell'insula alle risposte autonomiche.

* Ipotalamo. La relazione tra insula anteriore e sistema nervastbnomo emerge anche
dall'analisi della complessa rete di interaziora it prefrontale e l'ipotalamo. Le connessioni
prefrontali con I'ipotalamo sono state studiatanianiera approfondita dai neuroanatomisti Ongur
& Price alla fine degli anni '90, i quali hanno distrato come ampie regioni dell'insula anteriore
proiettino ad una ristretta porzione caudolaterddd’'ipotalamo. Le proiezioni della porzione
rostrale dell’ipotalamo non riguardano l'insula, mpeovengono prevalentemente da un numero
ristretto di aree prefrontali mediali denominatoGleaarmichael & Price (Charmichael & Price 1996,
Ongur & Price 1998) “medial prefrontal network”. tffavia, oltre alle regioni prefrontali mediali,
appartiene a questo network I'insula agranularerimédia, un piccolo campo agranulare dell'insula
rostrale posto in una regione orbitofrontale avéaza anteriore all'apertura del solco laterale.
Questo network prefrontale mediale € implicato anettgolazione autonomica ed omeostatica
mediante le connessioni con i centri troncoenagfalinvece il campo anteriore dell’insula
agranulare classico, insieme alla regione orbitdfil@ posteriore, appartiene al cosiddetto “orbital
prefrontal network”, il quale invia informazioni ahedial prefrontal network. L'orbital prefrontal
network, e quindi l'insula anteriore, risulta egsdéortemente connesso con l'ipotalamo laterale
posteriore.

Secondo l'ipotesi dei neuroanatomisti Ongur & Pr{@®98), l'orbital prefrontal network
potrebbe ricevere informazioni sensoriali, procdesad inviarle alle aree del medial prefrontal
network, il quale le invierebbe ai nuclei basali’denigdala e alla sostanza grigia periacqueduttale
Contemporaneamente, lo stesso orbital prefrontalvork € connesso anche con lipotalamo

laterale posteriore, il quale ha ampie connesstoni i centri troncoencefalici che controllano il
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sistema nervoso autonomo, in particolare medidntervo vago dorsale ed il nucleo ambiguo,
dimostrando cosi un ruolo specifico nella modulagidel sistema parasimpatico. Ne consegue che
guesto network potrebbe giocare un ruolo nella faailone del sistema nervoso autonomo da parte
dell'ipotalamo sotto l'influenza di pressioni cadii orbitofrontali, insula anteriore inclusa; atst
d’'altra parte dimostrato che I'attivazione dell'tpamo laterale provoca un decremento della
pressione sanguigna e della frequenza cardiacavfL,o#991). L'ipotalamo mediale, laterale e
posteriore, € inoltre connesso con la porzione alerdel polo temporale. Studi classici hanno
dimostrato che la stimolazione dell'ipotalamo lateraumenta I'assunzione di cibo nell’animale,
mentre al contrario la sua lesione porta ad un@araiassunzione. La lesione dell’ipotalamo laterale
comporta inoltre una variazione della sensibilith sbggetto ai sapori; in particolare, un soggetto
che porta lesioni in questa formazione € meno #lilsite ai sapori e agli odori del cibo.
Osservando quanto € noto dagli aspetti funzioralliimsula, vedremo come queste informazioni
sull'ipotalamo laterale rinforzino ulteriormente dato odologico di una rete integrata insula

anteriore — ipotalamo laterale.

2.5. Proprieta funzionali dell'Insula di Reil del Macaco

Alle buone conoscenze relative allanatomia e dilogia dell'lnsula di Reil, fa da
contrappeso una generale scarsita di dati funzioelgttrofisiologici, tanto in termini di
registrazione di singoli neuroni quanto in termdhistimolazione intracorticale. | motivi di tale
oblio possono essere diversi; Frontera (1956) exustche le ragioni debbano essere ricercate in
primo luogo nelle difficolta tecniche che si devaaffrontare per poter raggiungere l'insula e, in
generale, le regioni perisilviane: la posizionefpnola e I'opercolarizzazione rendono difficile
localizzare con certezza il sito di registraziondi stimolazione, e I'alta vascolarizzazione rende
invece ogni approccio particolarmente delicato.|ttdaparte, € probabile che il fatto che gia alla
fine dell'Ottocento David Ferrier abbia indicata saoi studi di stimolazione corticale sul cervello
della scimmia l'insula come una regione assolutameon stimolabile, abbia reso questa regione
poco attraente ai fisiologi. Gli studi elettrofiggici sull'insula e sulle circostanti regioni
perisilviane sono spesso datati e, nel caso difeiazioni elettriche, condotti con tecniche cen |
guali risulta oggi difficile rapportarsi. Inoltrej tratta spesso di studi condotti in anestesihglee
aumenta la difficolta di interpretazione tanto eelisposte comportamentali osservabili, quanto
delle risposte autonomiche. Ciononostante, € cooripgssibile ricostruire un quadro degli aspetti

funzionali della regione perisilviana.
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2.5.1. Insula media-anteriore e opercolo frontale

L’insula anteriore e l'opercolo orbitofrontale adsa attiguo sono regioni classicamente
considerate regioni gustative ed olfattive. Sappiasthe le connessioni anatomiche con i centri
sottocorticali suggeriscono tale ipotesi, e sappianoltre che l'insula agranulare ventrale ospita
(insieme a parte dell’orbitofrontale e del polo parale) una parte della POC, ovvero della
corteccia olfattiva prepiriforme. L’elettrofisioleay ci permette di confermare ed approfondire
guesto dato. Edmund Rolls ha studiato in maniepradpndita le risposte gustative per mezzo di
registrazione di singoli neuroni in diverse regidel sistema nervoso centrale, tra le quali I'iasul
anteriore e I'opercolo frontale. In un primo studiel 1990 (Yaxley et al., 1990) sono state studiate
le risposte gustative dell’insula rostrale dorsale.gusti somministrati corrispondevano a
combinazioni di NaCl, glucosio, HCI e QHCI, fino ad totale di 33 stimoli, tra i quali venivano
inclusi anche succo d’'uva e acqua. Poiché gli s&Bsroli sono stati testati dallo stesso gruppo
anche durante registrazioni nell’opercolo frontalael NTS, si & potuto analizzare il grado di
generalizzazione allo stimolo nei tre centri. Cdasando una scala metrica in cui 0.0 =
responsivita ad un solo stimolo, e 1.0 = respotss@&i quattro stimoli testati, gli autori sostengon
che il punteggio assegnato, rispettivamente, allia anteriore dorsale, all'opercolo frontale e al
NTS e pari a 0.56, 0.67, 0.87. Il che significa ¢isula anteriore tende, rispetto all’opercolo
frontale, a rispondere a stimoli specifici mentrell’'apercolo frontale inizia gia un processo
integrativo supportato da una maggiore presenzedioni la cui scarica € meno dipendente dal
singolo gusto. Generalmente, infatti, nelle comreqmimarie I'informazione € maggiormente
assoggettata allo stimolo, mentre nelle cortecoepretarie la risposta dei neuroni € meno
dipendente alle caratteristiche dello stimolo. Patesi che pud essere formulata dunque é che
linsula anteriore sia una corteccia gustativa jaria, mentre nell’opercolo frontale inizi gia una
codifica superiore.

Purtroppo, durante lo studio riportato le rispastetorie, visive e somatosensoriali non sono
state testate analiticamente, ragion per cui &ciif conoscere quale peso, in percentuale, ha
nell'insula la funzione gustativa rispetto ad akneentuali funzioni. Un dato che tuttavia & noto e
che i neuroni responsivi agli stimoli risultano &&s65 su 2.925 unita testate; il che significa che
solo il 2,2% dell'insula anteriore dorsale ha risfmoagli stimoli gustativi somministrati.

In un secondo studio (Verhagen et al., 2004) siindositrato che la regione dell'insula
anteriore e dell’'opercolo frontale hanno neurong cispondono non solo a gusti ma anche alle
caratteristiche fisiche dello stimolo intraoralelate viscosita, texture e temperatura. La meta dei

neuroni testati sono unimodali, mentre I'altra metponde a stimoli complessi ed € multimodale.
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Non e stata trovata alcuna combinazione con stimsivi, olfattivi o uditivi. Molto interessante,

gli autori notano come la risposta dei neuronigaaeralmente indipendente dal grado di sazieta
dellanimale o dalla gradevolezza del gusto proposPuesto dato puO essere pienamente
apprezzato se si considera che nella corteccidofndmtale I'attivita € invece modulata proprio da
gueste variabili.

Allargando la tipologia di stimoli rispetto alloustio del 1990 (non solo gusti ma anche
caratteristiche fisiche dello stimolo) gli autoor® riusciti ad aumentare il numero di neuroni
responsivi a 62 unita su 1.122. Si tratta ancorgeaicentuali molto basse, in questo caso non
superiori al 5,5%. Sebbene gli autori suggerisaginstamente che un problema sia rappresentato
dalla ristretta batteria di stimoli e combinaziahicomunque ragionevole supporre che la regione in
oggetto non si limiti ad essere una regione gustati

D’altra parte, gli studi di stimolazione elettricandotti nel passato nell'insula anteriore hanno
mostrato una serie di risposte autonomiche e siemstmrie. Sebbene, come abbiamo detto, nei suoi
esperimenti Ferrier non sia riuscito ad evocareracrisposta osservabile nella scimmia, almeno
guattro esperimenti successivi (Kaada, Pribram,tdtps1949; Hoffman & Rasmussen 1952;
Frontera 1956; Showers & Lauer 1961) hanno avuwterdo esito e meritano di essere citati.

Frontera (1956) ha eseguito stimolazioni elettrishié macaco al fine di valutare I'ipotesi
dellinsula come area motrice somatica extrapiraheidLe stimolazioni venivano eseguite su
soggetti in anestesia, mediante macroelettrodupésicie posti sull’insula, esposta a seguitomli u
intervento chirurgico. L’ipotesi é giudicata incasiente a causa della mancanza di sistematicita e
ripetibilita delle risposte di natura motoria; lanclusione dell’autore, dovuta prevalentemente
all'analisi di studi precedenti, € che il ruolo ldesula sia in primo luogo quello di controllo
viscerale e del sistema nervoso autonomo. CionantestFrontera ottiene alcune risposte di natura
apparentemente motoria, esclusivamente lungo lE@@ ventrale dell'insula (fig.6). Lungo I'asse
rostrocaudale, si mostra una mappa corporea odzatt, anteriormente, da risposte di
ammiccamento ipsilaterale, corrugamento della &ordtrazione dell’angolo della bocca (fig.6.A),
poi di sogghigno controlaterale con contrazionendescoli della masticazione e muscoli del volto
(fig.6.B), seguita caudalmente da risposte di itess delle estremita controlaterali superiori:
gomito, polso, dita delle mani (fig.6.C) e infimeglla porzione posteriore dell’insula, da rispadite
flessione delle estremita controlaterali inferioainca, gambe, dita dei piedi (fig.6.D). Quanto
emerge dallo studio di Frontera dunque, seppur leondovute cautele, € il sospetto di una
rappresentazione corporea completa, cagifounculusposto in posizione sdraiata, la testa rostrale

e gli arti inferiori caudali.
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Fig.6 (modificata da Frontera '56)

Per quanto concerne l'insula anteriore, quindirigposte gustative e sensoriali intraoral
trovate dal gruppo di Rolls devono essere leti@ lalte del fatto che la stimolazione della stessa
regione provoca una contrazione dei muscoli debatioazione e del volto. Se integriamo questo
dato con quello della scarsa percentuale di neusensoriali trovati, ne concludiamo che il
controllo corticale dell'insula anteriore probabénte non si limita alla semplice sensazione
gustativa, ma potrebbe invece integrare questaz®Eme con una risposta motoria.

Nel 1949 Kaada, Pribram ed Epstein hanno condattostudio di stimolazione su macaco in
anestesia, lungo la regione perisilviana mediaremmte comprendente I'insula, il polo temporale e
la superficie orbitale. Nello studio non si parlargposte comportamentali. Sono invece state
evocate e studiate risposte respiratorie, reldtwo alla diminuzione dell'ampiezza, quanto alla
diminuzione della frequenza (fino all’apnea). Etastasservata una variazione della risposta al
variare della durata del pulse e della frequenziniolazione. Sono state inoltre osservate rigpost
vascolari, principalmente risultanti in un aumeimtella pressione arteriosa (sebbene il tipo di
variazione possa dipendere in qualche modo dalteizioni di anestesia). Le risposte sono
concentrate esclusivamente nelle regioni antemoeintre non sono state osservate variazioni lungo

le regioni caudali.
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La lesione delle connessioni tra le aree stimotete altera le risposte ottenute, mentre la
lesione delle connessioni tra ognuna delle aremotdte ed i centri sottocorticali fa cessare
immediatamente ogni risposta. Questo garantiscel’effetto autonomico provocato in ognuna
delle regioni non e dovuto ad una mediazione diiasa con le altre regioni perisilviane, con le
guali € comunque connessa; al contrario, ognuressi ha un’uscita sottocorticale autonoma in
grado di generare le risposte osservate a segelitostimolazione elettrica.

Un altro studio di stimolazione elettrica dellaitege perisilviana anteriore é stato condotto
nel 1952 da Hoffman e Rasmussen. L'esperimentmdatto in condizioni di anestesia e vengono
monitorate pressione sanguigna, respirazione ditaaastrica. Nello studio non si considerano le
eventuali risposte motorie evocate dalla stimolaiolLa stimolazione dell'insula provoca
l'inibizione della peristalsi gastrica, il decremerdella pressione intragastrica e del tono dello
stomaco anche a basso voltaggio, la caduta dedlssipne sanguigna e, a voltaggi maggiori,
l'inibizione della respirazione nella fase di esgione. Gli effetti sono stati replicati cambiando
diversi tipi di anestesia. Dopo la sezione bildeei@del nervo vago la stimolazione non produce
inibizione della peristalsi gastrica ne’ decrememtel tono gastrico, ma [linibizione della
respirazione e la caduta della pressione sangupgmsistono immutate. Dopo la sezione del
trigemino (neurectomia retrogasseriana) tutti dleté della stimolazione dell'insula restano
immutati. Essendo la neurectomia retrogasseriamaseaione su un’afferenza, ne risulta che la
risposta ottenuta dalla stimolazione dell'insulaua vera risposta corticale e non fenomeno
indiretto riflesso. A seguito della stimolazionelldesula, 10 stesso esperimento viene eseguito
presso il polo temporale e la superficie orbitadstpriore. Mentre nell'insula si osserva una caduta
della pressione sanguigna, nel polo temporaleif@otizione provoca un aumento della pressione;
nella superficie orbitale posteriore si osservan@ce in pari misura aumento e diminuzione della
pressione.

Le stimolazioni di Showers e Lauer del 1961 mostrana duplice spaccatura degli effetti
evocati nell’insula: una distinzione segue I'assstnocaudale, basata su una rozza organizzazione
somatotopica con il volto posto anteriormente eagli inferiori e la coda posteriormente, e una
seconda distinzione tra settore dorsale e settergrale, con modulazione del sistema nervoso
autonomo dorsalmente ma non ventralmente. Per guagtarda la porzione piu anteriore
dell'insula, la stimolazione evoca risposte deHacia (in realta evocate in maniera diffusa lungo
tutta I'insula) e della parte superiore del corpoinge, collo, tronco e spalle. Per quanto rigaded
modulazione del sistema vegetativo, si osservam@azarani nella respirazione e nella secrezione.
La regione immediatamente caudale (insula medierdané) mostra, oltre alle risposte evocate

rostralmente, anche il coinvolgimento degli arpetiori. Per quanto riguarda la modulazione del

32



L'INSULA DIIREILE REGIONI PERISILVIANE

sistema vegetativo, gli effetti persistono esclasiente nella porzione dorsale: modulazione

respiratoria, cardiovascolare e gastrointestinale.

2.5.2. Insula posteriore e opercolo parietale

La porzione posteriore dell’insula € una cortegg@nulare considerata generalmente un’area
prevalentemente somatosensoriale. In realta, cdrbmo visto, gli studi odologici individuano
per questa regione, oltre alle afferenze somatos@fis anche afferenze visive superiori (tramite
'STS) e uditive (tramite Al e All). La registrazie su singoli neuroni nella scimmia é stata
eseguita con lintento di mappare risposte a mtaalpecifica tattile (Robinson & Burton 1980,
Schneider et al., 1993) e gli studi interessatatice modalita sono rari. Recentemente, tuttavia,
sono state documentate risposte uditive nell'ingudnulare (Remedios et al., 2008). L'adiacente
opercolo parietale e considerato un’area somatosafes secondaria; come abbiamo premesso,
recenti studi anatomici e funzionali hanno poriatiouna suddivisone del complesso dell’opercolo
parietale in una porzione anteriore, denominataetze ventrale (PV), e una posteriore,
denominata SlI.

Gli studi classici di Robinson & Burton condottiaafine degli anni '70 sull’'opercolo parietale
dimostrano I'esistenza di campi recettivi contrefati di grandi dimensioni disposti con una
organizzazione somatotopica lungo l'asse antenmali@gosteromediale: i campi recettivi
trigeminali si trovano nella porzione anteriorel'dglercolo parietale (gli unici con campi recettivi
bilaterali) mentre posteriormente, i neuroni rispomo principalmente a stimoli tattili somministrati
sulla superficie della mano o sulle dita, e rapgnéno la porzione predominante della mappa; la
regione di mano e seguita da un campo di rapp@zent di braccio, poi del tronco superiore e
inferiore e degli arti posteriori. La mappa nonigidamente somatotopica come si osserva nelle
aree primarie. Gli stimoli somatici attivano il 93%i neuroni lungo I'opercolo parietale e gli autor
non registrano attivazioni dovute ad altre modaliteentre nell’insulare granulare il numero di
neuroni che rispondono agli stessi stimoli diminaial 76%. A differenza dell'opercolo parietale, i
neuroni dell’insula granulare rispondono, oltre chestimoli tattili superficiali, anche a stimoli
nocicettivi somministrati di ampie parti del corpe, senza una organizzazione somatotopica
definita.

Nel 1993 Schneider, Friedman e Mishkin pubblicarisultati di un lavoro di elettrofisiologia
sull'insula posteriore (presumibilmente all’intermi@l campo granulare) in cui sono descritte le
proprieta somatiche del 68% dei neuroni testati.nieta di questa popolazione risponde alla
stimolazione della superficie corporea, mentre datante parte risponde a stimolazioni tattili

intraorali. Su un totale di 159 neuroni, solo 7 trexs una bimodalita visivo-tattile e 1 mostra una
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bimodalita uditivo-tattile. Nessun neurone rispoad&imoli gustativi. L'interpretazione del gruppo
e che l'insula granulare corrisponda ad un’areaagale a modalita specifica, avente il ruolo di
collegare le aree sensoriali con il sistema limpleorisposta dei neuroni dell'insula posteriore,
seppur legata alla modalita tattile, dovrebbe esssvdulata dalla valenza emotiva dello stimolo
stesso.

Sebbene l'ipotesi per cui I'insula funga da leganaell sensoriale ed il limbico sia sensata e
interessante (ad esempio associando una moduladergarametri vegetativi e influenzando una
risposta motivazionale specifica allo stimolo cet@) l'ipotesi della modalita specifica lo e
senz’altro meno, per motivi tecnici. Non é infattiiaro quali tipi di stimoli visivi e uditivi sono
stati testati dal gruppo di Schneider e non si pscudere la presenza di risposte visive o uditive
complesse; in un’area non tipicamente visiva oivalipossono essere presenti risposte bimodali
(come suggerito dall'odologia) molto specificher gare un esempio, stimoli emotivi legati a
espressioni facciali o richiami specie specificirpbbero essere efficaci, ma la loro individuazione
richiederebbe un esperimento completamente adleds&iato. Ad avallare quanto detto, Remedios
e collaboratori (2008) hanno recentemente descritbposte uditive complesse nell'insula
posteriore modulate da suoni specie specifici. Spaib testati suoni semplici e suoni naturalisgci
la risposta e stata confrontata con quella ottenati corteccia uditiva. Nell'insula posteriore le
latenze alla risposta sono maggiori, e non é ragntato lo sviluppo temporale del suono. Inoltre i
neuroni dell'insula posteriore sono piu selettivi guelli della corteccia uditiva per suoni
naturalistici, e in particolare per i richiami dorespecifici; inoltre i neuroni sono modulati
diversamente a seconda della vocalizzazione. Nesegmono due considerazioni: [ipotesi
dell'insula granulare come regione di convergemaaisposta sensoriale e risposta emotiva sembra
avvalorata (gli stimoli naturalistici, e in partlage i richiami specie specifici, hanno una pattc®
valenza emotiva), mentre l'ipotesi della modalppadfica tattile sembra cadere.

Un ulteriore elemento a favore dell'ipotesi del seestra stimolazione sensoriale e
modulazione vegetativa (e quindi per estensionepzenale) deriva dallo studio di Zhang e
collaboratori (1998), in cui si descrivono nell'ula media-posteriore risposte a stimoli nocicettivi
ma anche alla stimolazione chimica dei baroredett@ampi recettivi nocicettivi sono ampi come
descritto sopra. Piu della meta dei neuroni regjistisponde a variazioni della pressione sangyigna
e la maggioranza di essi risponde in maniera cgavee anche alla stimolazione nocicettiva. E
interessante notare che la risposta barorece#osambra predominante nell’emisfero destro
rispetto al sinistro (62% contro 14%). L’ipotesi gtle autori ricalca quella gia vista
precedentemente: l'insula posteriore integra risgpgensoriali (in questo caso nocicettive) con la

corrispondente modulazione autonomica.
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2.6. Dati funzionali elettrofisiologici sull'Insula di Reil del’'Uomo

Nonostante lo studio oggetto della presente dsserte sia stato condotto sulla scimmia, non
va dimenticato che e la comprensione del funziomaondel cervello del’'uomo, e non di quello
della scimmia, il fine ultimo della ricerca neur@stifica di base. Le indagini elettrofisiologiche
nelle regioni perisilviane sulluomo sono abbastafrequenti. L'elettrofisiologia ricopre infatti un
ruolo importante in sede di valutazione prechirceige questo permette, seppur con notevoli
limitazioni, di confrontare i dati ottenuti sull@isimia con quelli sull'uomo. Poiché le indagini
sull'uomo hanno scopi diversi da quello della ri@edi base, questi studi non hanno la sistematicita
degli studi su modelli animali, e i siti indagatir® generalmente limitati e non omogenei. D’altra
parte, esistono alcuni indubbi vantaggi: la stimmae intracorticale, infatti, pud beneficiare del
punto di vista in prima persona dell’effetto dedtanolazione tramite il racconto del soggettohiéc
permette di ottenere informazioni sicure sia retatiente alla modalita evocata (ad esempio, una
sensazione tattile anziché termica) che relativaealla localizzazione (ad esempio, una
sensazione sulla mano anziché sul braccio). Loastsull’'uomo permette inoltre di approfondire
tematiche non affrontabili su modelli animali, parfra tutti ovviamente il linguaggio.

L'insula & stata oggetto di importanti report datg@adi Wilder Penfield, il neurochirurgo
canadese che sin dagli anni 30 ha eseguito staiwolacorticali su pazienti svegli. Il lavoro di
Penfield e noto prevalentemente per I'elaborazidee mappe motorie e sensoriali che hanno
portato alla definizione del concettoldomunculugPenfield & Rasmussen, 1957), nonché per gli
aspetti metodologici impiegati nel campo della oebirurgia (Penfield, 1947, 1952, 1955);
tuttavia, il risultato delle stimolazioni delle iegi del lobo temporale e dell'insula non € meno
interessante. Durante la stimolazione elettricgadie porzioni dell'insula, i pazienti hanno ripatd
risposte sensoriali e motorie viscerali, quali maysumori del tratto gastrointestinale, desiddrio
defecare e desiderio di vomitare. Viene riportadreéquente mancanza di risposte e, cosa piu
interessante, la saltuaria presenza di rispostatdra emotiva.

Risposte analoghe sono state evocate in tempi trechiel 2003 Krolak-Salmon e
collaboratori ottengono a seguito della stimolagiatella regione anteriore ventrale dell'insula
risposte emotive di disgusto; vengono riportate mkienti sensazioni spiacevoli alla gola, che
arrivano a raggiungere la bocca, le labbra edsbn€osa interessante, mediante gli stessi elettrod
registranti si scopre la presenza di potenzialietati all’evento (ERPs) quando ai pazienti vengono
mostrate espressioni facciali di disgusto, ma noango vengono mostrate altre espressioni

emotive.
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La connessione tra Insula di Reil e risposte vacer ulteriormente rinforzata dagli studi
stereo-elettroencefalografici su pazienti epiletacmacoresistenti. Generalmente la prassi intjues
casi prevede la sospensione del trattamento falogico e 'agevolazione dell’evento epilettico al
fine di localizzare il sito d’origine del focus égitogeno. Durante il periodo immediatamente
seguente la sospensione del trattamento farmacoldgitivita corticale viene monitorata tramite
EEG, grid subdurali o elettrodi intraparenchim#ti.questo modo € stato dimostrato (Catenoix et
al., 2008) che manifestazioni di vomito ictale ss@ciano all'epilessia insulare: indipendentemente
dalla zona di origine del focus epilettico, la nfasiazione di vomito ictale si presenta una volta
che I'epilessia raggiunge l'insula anteriore. In@lé noto (Isnard et al., 2004) che la sintomaialog
classicamente riportata dai pazienti insulari geawntorno alla percezione di parestesie e sensazio
spiacevoli localizzate lungo una regione compretelbocca, gola e laringe: senso di costrizione e
di soffocamento, sensazioni spiacevoli alla larjrtgasione alle ghiandole sublinguali, formicolii
del labbro e delle guance, parestesie alle gengivaeyimenti oroalimentari, deglutizione e
ipersalivazione, sono sensazioni tipicamente agtoail’epilessia del lobo dell'insula. | deficit d
tipo linguistico, quali la disartria, e le distoreecontrazioni cloniche degli arti superiori e delto
sono manifestazioni che solitamente intervengonouia seconda fase della crisi, e sono
probabilmente causati dal movimento della crisisgeregioni attigue, in una sorta di marcia
jacksoniana perisilviana.

Spostando l'attenzione verso la porzione postert@i#insula, come nella scimmia, anche
nell'uomo vediamo una predominanza della modulazicsomatosensoriale e nocicettiva.
Ostrowsky e collaboratori (2002) hanno studiatcsémsazioni dolorose e non dolorose evocate
mediante la microstimolazione intracorticale deiila. Le sensazioni dolorose sono evocate nella
parte posteriore dorsale dell'insula, prevalentamenseguito di stimolazioni dell’emisfero destro;
le sensazioni non dolorose sono evocate nella pagteriore di entrambi gli emisferi. Al di 1a dell
possibile parziale lateralizzazione dovuta allacemtrazione di risposte nocicettive a destra (a
guesto proposito, si confronti il dato con queli@dang e collaboratori, sopra citato), le due neapp
si sovrappongono, poiché non viene rilevata alaspiegazione delle risposte nocicettive rispetto a
guelle non nocicettive. Alla luce di quanto dettsulta piuttosto curioso il caso descritto da
Cattaneo e collaboratori (2007) di un paziente ehgeguito di un ictus ristretto all'insula dorsale
posteriore, ha riportato una perdita della sentbiermica, sia al caldo che al freddo, nella
porzione controlaterale del corpo, ma non una ferdella sensibilita dolorifica, ne’ deficit
sensoriali relativi ad altre modalita.

Mazzola e collaboratori (2006) descrivono le rigpamatosensoriali e dolorifiche provocate

dalla stimolazione elettrica in Sll, rapportandota risposte analoghe provocate da stimolazioni in
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Sl e nell'insula. Parestesie, sensazioni tattdipdfiche e termiche sono ottenibili infatti a s&g

di stimolazioni con elettrodi intraparenchimali. Lesposte non somatosensoriali (uditive,
vegetative, vestibolari, gustative) sono evocabiliasi esclusivamente mediante stimolazione
dell'insula. Sono riportate differenze tra le tre@indagate, nell’estensione e nella lateralizrezi
dei campi recettivi tattili, tali per cui i campegettivi sembrano essere ristretti in SI, maggiori
Sll, e piu grandi nell'insula. Le risposte nociogitsono state evocate in egual misura nell’insula
posteriore superiore e in Sll, mentre non sono stae evocate in Sl. In questo caso il dato
sull'uomo conferma quindi quanto gia osservatometlello animale.

Uno studio eseguito dallo stesso gruppo dei dueepenti (Isnard et al., 2004), piu
approfondito e di grande interesse per i nostrpsadescrive invece dettagliatamente le risposte
rilevate a seguito di stimolazioni insulari: risppssomatosensoriali, risposte viscerosensitive,
risposte uditive, deficit linguistici, e una gamuiaaltre risposte di tipo vario.

* Le risposte di tipo somatosensoriali sono statvatle nei tre quarti posteriori della regione
esplorata, e rappresentano il 43% delle risposteate. Si tratta di parestesie (cerchi gialli in
fig.7.a), talvolta innocue, talvolta spiacevoli fee punture di aghi o leggere correnti elettriche),
sensazioni termiche (cerchi arancioni in fig.7@yjolente sensazioni dolorifiche, come di scarica
elettrica (cerchi rossi in fig.7.a). Le rispostensrevalentemente controlaterali, e distribuite su
regioni corporee di diverse dimensioni (ristrettealg labbra, o lingua, o laringe, ma anche ampie
come arti superiori, mano e volto).

* Le risposte viscerosensitive (cerchi azzurri inig) sono evocate nella porzione anteriore e
rappresentano il 22% delle risposte complessiverdfia di sensazioni localizzate nella regione
faringolaringeale: sensazioni spiacevoli di cogine di vario grado, dalla leggera sensazione di
fastidio (cerchi verdi in fig.7.c) alla sensaziodelorifica di essere strangolati (cerchi rossi in
fig.7.c). Altre risposte viscerosensitive riguardaih senso di pesantezza addominale, costrizione
toracica, sensazioni epigastriche ascendenti, aalis@lcuni casi, si hanno sensazioni dolorifiche
di dolore addominale (cerchi rossi in fig.7.b).

» Le risposte uditive (fig.7.d) rappresentano il 1@#lle risposte, e sono rilevate nella parte
posteriore inferiore, sotto I'opercolo temporale.un solo caso, si riporta una allucinazione uditiv
complessa, mentre nella gran parte dei casi datmdit ronzii o fischi diffusi nello spazio o
provenienti dalla meta controlaterale.

» | deficit linguistici (fig.7.e) rappresentano il 6&elle risposte evocate e riguardano disartria e
perdita di parole durante il parlato spontaneo.n¥ieiportato dai pazienti un arresto del parlato

dovuto alla sensazione che la mandibola veniss=aia.
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» Le altre risposte (fig.7.f) ottenute dalla stimatae riguardano sensazioni olfattogustative
(cerchi arancioni in fig.7.f), risposte vegetat{eerchi blu in fig.7.f), sensazioni di irrealta oipate

in piena coscienza dai pazienti (cerchi azzurrign/.f), e sensazioni vestibolari (cerchi rosa in
fig.7.f ) di movimento nello spazio di tutto il g, che si manifesta come una rapida proiezione in
avanti del corpo, una rotazione verticale o orizatendel corpo, una sensazione di levitazione.

Fig.7 (da Isnard et al., '04)

La pubblicazione di Isnard e collaboratori ora dtsce particolarmente importante per i fini
del nostro lavoro perché mostra gli aspetti funaibprevalenti dell'insula che vengono esibiti ora
durante I'attacco epilettico vero e proprio, oraathie le stimolazioni intracorticali; al contempo,
offre una particolare chiave interpretativa deiontati del nostro studio offrendo il resoconto in
prima persona del paziente durante sensazioni chelanno luogo ad un univoco comportamento
esibito. Conseguentemente, nonostante le lacuraiveel alla sistematicita dell'indagine, la
stimolazione sull'uomo presentata dal gruppo fraaceisulta offrire un’importante bussola
interpretativa alla mappatura sul modello animaeantomeno in merito ad alcune specifiche
risposte evocate. Gli effetti della stimolazion@rsocitati richiamano d’altra parte le conseguenze
di ictus dell'insula posteriore descritti su quatpazienti da Cereda e collaboratori (2002). Le
presentazioni cliniche comprendono stereoagnosideficit sensoriali della modalita tattile,
dolorifica superficiale e termica localizzati allwg al braccio, al tronco, alla gamba; disordini
gustativi quali I'incapacita nel discriminare sdluz saline o acide; sindrome vestibolare (perdita
di equilibrio, instabilita, difficolta a camminaredlisturbi cardiovascolari (episodi ipertensivi) e
disordini neuropsicologici quali afasia, disartrsmmatoparafrenia. Gli ictus descritti coinvolgono
principalmente l'insula posteriore, e infatti in solo caso sono stati osservati disordini gustéiivi
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effetti, in base a quanto detto sopra le rispostagive dovrebbero riguardare la porzione anterior
piu che la posteriore).

La stimolazione elettrica su uomo ha portato ieolad approfondire un altro aspetto
funzionale dell'insula. Nel 1992 Oppenheimer e aadiratori hanno pubblicato un esperimento di
stimolazione nell'insula di cinque pazienti epilgtprima di un intervento di lobectomia temporale.
Viene osservato che la stimolazione provoca atiwazardiovascolari di diverso tipo a seconda
che linsula stimolata sia la destra o la sinistra.particolare, si osserva che la stimolazione
dell'insula sinistra provoca generalmente bradiearel risposte di caduta pressoria mentre la
stimolazione dell'insula destra provoca generalmeathicardia e aumento pressorio. Un secondo
argomento a favore dell'ipotesi di lateralizzazioge data dall'intensita delle risposte, che
indipendentemente dal segno risultano essere iinfagtdiamente piu forti dopo stimolazione
dell'insula destra. Sebbene lipotesi sollevatagdasto studio sia, per cosi dire, rimasta sospesa,
dato che non sono state descritte definitive coméero smentite relativamente ad una
lateralizzazione della modulazione del sistemarautwm a livello dell’insula, va tuttavia ricordato
come il tema della lateralizzazione di un contr@lgonomico € stato sollevato anche dallo studio
di elettrofisiologia sul modello animale, preseatda Zhang e precedentemente discusso. Il nesso
tra modulazione del sistema autonomo e attivazideinsula e delle regioni perisilviane e
confermato inoltre da altri studi clinici. In uno @ssi (Christensen et al., 2005) vengono discusse
alcune importanti conseguenze cardiovascolari wisidell'insula. In particolare, viene descritto
'andamento elettrocardiografico di 43 pazientilegirime 24 ore immediatamente successive al
verificarsi di un ictus. La lesione dell'insula para nei pazienti tachicardia sinusale, con una
frequenza cardiaca superiore ai 120 bpm, una pesalenmaggiore al 10% di battiti ectopici e uno
slivellamento del tratto ST. Anche in questo cagene segnalata la presenza di una possibile
lateralizzazione dovuta alla prevalenza di fibritame atriale, blocco atrio-ventricolare, battiti
ectopici e onda T invertita a seguito di lesiorgdlizzate nell’emisfero destro. Inoltre, le lesioni
localizzate nell’emisfero destro mostrano seconticagtori un’interessante correlazione con |l
fenomeno di morte improvvisa a 3 mesi dall'ictutarike, Seeck e Zaim hanno descritto (Seeck et
al.,, 2001; 2002) casi di epilessie temporali chexdoocono a disordini comportamentali e
palpitazioni accompagnate da uno stato di ansie. Stato e dovuto alla presenza di una tachicardia
sinusale secondaria ad una concomitante sindrortecklicardia ortostatica posturale (POTS, una
condizione di disautonomia nella quale uno spostémndalla posizione supina a alla posizione
verticale causa un anormale incremento della frezmecardiaca), e puo essere trattato con la

somministrazione di farmaci beta-bloccanti. La é&argaggioranza di epilessie che conducono ad
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aritmie cardiache hanno origine nel lobo temporatkacente all'insula. Tuttavia, la maggior parte

degli studi non descrive significative lateraliziem.

2.7. Obiettivi del presente lavoro

Complessivamente, le evidenze ottenute dagli stedi'uomo mostrano una forte
convergenza verso i dati funzionali e odologici aeodelli animali. La porzione anteriore
dell'lnsula di Reil & fortemente implicata con broportamento oroalimentare e visceromotorio;
guesto dato emerge tanto dalla registrazione dgoBineuroni, quanto dall’osservazione stereo-
elettroencefalografica su pazienti epilettici, quadalla stimolazione intracorticale eseguita sugli
stessi. Le connessioni sottocorticali della regianéeriore dell'insula rafforzano I'ipotesi di una
componente oroalimentare e viscerale, medianteessmni con l'ipotalamo laterale ed il VPMpc
che ritrasmette informazioni vagali provenienti deirvi cranici. La regione posteriore € una
regione prevalentemente polimodale; sono rappratetd modalita somatosensoriali, termocettive
e nocicettive in una regione dorsale caudale chsumnibilmente coincide con il campo granulare
dell'insula, raggiunto, tra le altre cose, da casieni sottocorticali che trasmettono informazioni
omeostatiche di origine spinale. Anche in questocasiste una certa convergenza tra gli studi
sulluomo e quelli sulla scimmia. Anche la presedraisposte uditive lungo la porzione ventrale
caudale é testimoniata sia nella scimmia che retio, e trova giustificazione nelle connessioni
cortico-corticali dell’insula posteriore con le araditive. Lo scopo del presente studio € quello di
mappare mediante microstimolazione intracorticd@MS) le risposte evocabili dalle regioni
perisilviane; sono state studiate in maniera camgid’'uscita comportamentale osservabile e la

modulazione del sistema nervoso autonomo (SNA).

Risposta comportamentale osservabild.’'interesse nei confronti della risposta comporatale
evocata da ICMS e duplice:

(@ 1l primo obiettivo € quello di determinare I'esisi, la localizzazione, e la disposizione di
una mappa corporea somatotopicamente organizzatatal afine sono state utilizzate
microstimolazioni di breve durata finalizzate gtleoduzione di brevi twitch di singole parti del

corpo. Sono inoltre state valutate le soglie danetabilita della regione indagata.

(b) 1l secondo obiettivo € quello di determinare Iposte comportamentali complesse dipendenti

da circuiti corticali comprendenti le regioni pdsgne; a tal fine sono state utilizzate
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microstimolazioni di lunga durata (BTS-ICMS, ovve scala comportamentale; si veda
I'appendice per maggiori informazioni). Come veditostrato nel presente lavoro, l'utilizzo di
BTS-ICMS permette di evocare risposte comportanientanplesse o dipendenti dal contesto,
reclutando specifici network neuronali di una regionon motoria, in condizioni altamente

naturalistiche.

Modulazione del sistema nervoso autonomo (SNAl'esistenza di una relazione tra 'anormale
funzionamento dell'insula — sia essa dovuto adipoattivazione come nel caso dello stroke, o ad
una iperattivazione come nel caso della stimolaziefettrica o dell’epilessia insulare — e la
variazione dei tracciati elettrocardiografici, pofiargenza di un approfondito studio sulla
modulazione del SNA a livello centrale. In parta@ in questo studio sono stati perseguiti i

seguenti obiettivi:

(@) Verificare I'eventualita di un effetto della stinagione sulla frequenza cardiaca istantanea, il
segno (aumento o diminuzione), la portata (per@@tdi variazione rispetto alla condizione di

riposo), e la tempistica della variazione e delipeco.

(b) Verificare [lipotesi di una segregazione rostrocdad delle risposte simpatiche-
parasimpatiche; tale segregazione €& suggerita dagdi odologici relativi alle connessioni
talamiche, ma non ha ad oggi alcuna controparteofisiologica o, piu in generale, di tipo

funzionale.

(c) \Verificare lipotesi di una lateralizzazione dellesposte simpatiche-parasimpatiche; tale
lateralizzazione e suggerita dagli studi di stimmae sulluomo e da osservazioni cliniche. Non

esistono invece nella scimmia chiari indizi proomito una tale lateralizzazione.

(d) Verificare l'ipotesi di una lateralizzazione datitensita delle risposte; tale lateralizzazione e
suggerita da studi di stimolazione sulluomo e daeovazioni cliniche (maggiori complicanze
cardiovascolari derivano infatti da ictus che catpino I'insula destra anziché l'insula sinistrag m

nulla € mai stato indagato nella scimmia.

(e) Indagare lesistenza di una possibile correlazidre il comportamento esibito con
stimolazioni e scala temporale e I'andamento ele#trdiografico. Un approccio integrato tra

comportamento e SNA e finalizzato a potenziarerigtica di un normale esperimento di ICMS.
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3. MATERIALI E METODI

3.1. Addestramento del soggetto sperimentale

L’elettrofisiologia eseguita nel presente studist@ta condotta su scimmia appartenente alla
specie Macaca Mulatta (Macaco Rhesus) stabuldtateho del Dipartimento di Neuroscienze di
Parma in gabbie individuali delle dimensioni di 880x 160cm x 100cm posizionate in maniera
tale da rendere possibile un’interazione sociabke.ptima fase dell’addestramento & dedicata ad
un’abituazione all'interazione tra scimmia e spemtatore, principalmente svolta dando
personalmente da mangiare all’animale nella subigaiezzi di cibo che I'animale deve afferrare.
La seconda fase dell’addestramento viene svoltdi &liori della gabbia, dove I'animale viene
condotto mediante un guinzaglio alla sedia per atimella quale I'animale viene posto durante
'esperimento. Ogni progresso ottenuto durante talecesso di abituazione alla sedia viene
ricompensato con cibo gradito allanimale, fino adtenere una spontanea e immediata
collaborazione da parte dello stesso. Una voltenata una buona collaborazione da parte
dellanimale, viene nutrito quotidianamente sukalia per primati, abituandosi inoltre a ricevere
stimoli tattili e propriocettivi ed eseguendo vambvimenti di braccio, mano, bocca e prestando
attenzione alle azioni eseguite dagli sperimentaitale abituazione gioca un ruolo importante
durante la registrazione intracorticale finalizzalia valutazione delle proprieta funzionali debsi

di indagine.

3.2. Impianto del sistema di fissaggio della tesedella camera di registrazione

Una volta ultimata la fase di abituazione all’anmibeesperimentale, I'animale viene sottoposto
ad intervento chirurgico per il posizionamento slstema di fissaggio della testa e, in un successiv
intervento, dell’apertura della breccia ossea pa@dtali sopra dell’area corticale di interesse.
L’intervento viene eseguito in condizioni di asemsidi anestesia generale mediante ripetute
iniezioni i.m. di Ketamina (6,4 mg/kg) e Medetonmdi(0,08 mg/kg). Il sistema di fissaggio della
testa e costituito da quattro cilindri cavi in aci situati bilateralmente nelle fosse frontali e
sull'osso parietale e ancorati alla parete osseaneezo di cemento acrilico (Antibiotic Simpféx
che li unisce a viti “Evarts” in titanio fissate a@lanio in prossimita dei cilindri. La funzione dei
cilindri cavi &€ quella di ospitare, durante le sedsperimentali, quattro barrette metalliche fissat
reggitesta ancorato alla sedia; in questo modontieira registrazione la testa dellanimale e

rigidamente fissata e solidale alla sedia e aksiatdi registrazione. Nel mese successivo il primo
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intervento il sistema di fissaggio non viene impiey al fine di favorire la stabilizzazione
dell'impianto. La fase successiva dell’addestrameansiste nel blocco della testa dell'animale nel
sistema di fissazione ancorato alla sedia. Durguoesta fase, particolarmente rischiosa in quanto
repentini movimenti della testa della scimmia polero danneggiare irrimediabilmente il sistema
di ancoraggio a cilindri, alla scimmia viene ricktee un’assenza di resistenza mentre lo
sperimentatore muove il capo dell'animale fino ampletamento del bloccaggio della testa. Una
volta raggiunto questo traguardo e abituato il stiggsperimentale alla permanenza in laboratorio
mangiando a testa fissa, si procede con il secameovento chirurgico di posizionamento della
camera in titanio.

Due camere di registrazione sono state impiansatiég regione di interesse di entrambi gli
emisferi. Una camera di registrazione & adibita sdlopo di permettere I'accesso dell’elettrodo alla
corteccia, mentre la seconda camera € funzionkevisualizzazione dell’elettrodo in profondita
mediante ecografia (per la descrizione delle mtadli visualizzazione mediante ecografo si veda
oltre). Durante questo intervento, viene praticate breccia ossea esponendo la dura madre
sovrastante la regione corticale di interesse.rAttalla breccia viene fissata la camera di titanio
precedentemente costruita sulla base di un calda plerzione di calotta cranica da rimuovere; la
camera e ancorata all'osso per mezzo di viti dettznti in titanio ricoperte di idrossiapatite {pe
facilitare I'osteointegrazione) e di cemento amuilantibioticato (Antibiotic SimpléX) e chiusa con
un coperchio in titanio avvitato alla camera. Vemganfine misurate le coordinate stereotassiche di

un angolo di ognuna delle due camere come puriepére per la griglia di penetrazioni.

3.3. Localizzazione del sito di impianto della cama

Poiché I'oggetto del presente studio € una regmrgcale mai studiata funzionalmente nel
nostro istituto in precedenza, non si & potuto fieaee delle conoscenze circa la localizzazione
delle coordinate stereotassiche del sito per laozione del tassello osseo del cranio. Tale
localizzazione e stata quindi valutata mediante tnipdice strategia. Parte della localizzazione é
avvenuta mediante l'analisi dell’estensione dedlilm nel macaco ottenuta da quattro casi
precedenti disponibili presso l'archivio del labiorégo di Neuroanatomia del Dipartimento di
Neuroscienze di Parma, mentre le dimensioni rasitaali e medio-laterali standard nella Macaca
Mulatta sono state ottenute mediante la consult@zith un atlante del cervello della suddetta specie
(Cerebral Cortex, 1996, University of Washingtddih terzo e definitivo riscontro e stato ottenuto

mediante la consultazione di una MRI morfologica.
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3.3.1.Valutazione delle coordinate mediante preced casi

Al fine di identificare la posizione in AP dell'ink nel macaco sono stati considerati n° 4 casi
disponibili presso I'archivio del laboratorio di M®anatomia del Dipartimento di Neuroscienze di
Parma. | cervelli sono stati ottenuti a seguito giicedimento di perfusione e taglio in sezioni
coronali di spessore di §dm in modo sequenziale in 5 serie in modo da avereogni serie un

campionamento di una fetta ogni 30@. Le misure in AP sono riportate nella tabelldasot

CASO ZERO INSULA INSULA
STEREOTASSICO ANTERIORE POSTERIORE
Misure AP caso 10 0 28,5 7,2
Misure AP caso 14 0 22,8 51
Misure AP caso 20 0 24,0 7,2
Misure AP caso 21 0 26,1 51
MISURA CONSERVATIVA 28,5 max anteriore 5,1 max poseriore

3.3.2.Valutazione delle coordinate stereotassicheltinsula mediante atlante

Le coordinate AP dell’'atlante impiegato (UniversitfyWashington, 1996) fanno riferimento
ad uno O stereotassico posto a livello della cormungs anteriore. Da atlante si pu0 derivare
I'estensione rostro-caudale della regione di irgsee in particolare la porzione rostrale dell’iasul
raggiunge una posizione di 4mm anteriore alla cassora anteriore, ovvero 3mm anteriore
all'incontro tra il ramo superiore ed il ramo infae del solco arcuato, al livello della punta caled
del solco principale. Caudalmente l'insula raggeingn AP -20mm rispetto alla commissura
anteriore; come riferimento anatomico si considha la punta rostrale del IPS da atlante ha un AP
-13mm. | riferimenti anatomici relativi al solcocarto e al solco intraparietale sono di rilevante
interesse data I'esperienza nella localizzazioneAih delle regioni circostanti, tarata con lo
stereotassico presente presso la Sala Chirurgic®idartimento di Neuroscienze di Parma. A
seguito di quanto detto, I'estensione rostro-cadaimplessiva dell’insula della Macaca Mulatta
risulta essere di 24mm. Le coordinate ML sono statevate in maniera analoga.
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3.3.3.Valutazione delle coordinate stereotassicheltinsula mediante MRI

La localizzazione precisa del sito di aperturaalélteccia ossea e stata ottenuta mediante
I'analisi di MRI del cranio del soggetto sperimdataSono state impiantate due viti autofilettanti
(Synthe§ 01,5mm, L.Amm) come repere sulla cresta ossea dielide, finalizzate ad
interfacciare mediante MRI I'osso del cranio coralvello. Le viti sono state poste in condizioni
stereotassiche ad un AP e ML noti. L'MRI e statagesta presso la clinica “Poggio Piccolo” del
Prof. Marco Bernardini, a Castel Guelfo, Bologna data 17.V.2006, con sezioni sagittali,
orizzontali e coronali. | file sono letti dal sofive DicomWork§ al fine di separare le varie sezioni
acquisite; e quindi possibile recuperare le divessgoni coronali, orizzontali e parasagittali, che
sono state poi visualizzate con il programma MRicdtoquale permette una serie di operazioni
sulle immagini. Mediante MRIcfoviene individuato il valore rostrocaudale e quelediolaterale
del sito di interesse in riferimento alle viti,dai coordinate stereotassiche sono note. Le comelin
del sito di interesse sono quindi desunte conimifento all’effettiva posizione calcolata con lo

stereotassico della Sala Chirurgica del DipartimehtNeuroscienze di Parma.

3.4. Tecniche di localizzazione funzionale del sittorticale di entrata

Prima di ogni sessione sperimentale, la testaaheitiale viene ancorata alla sedia, la camera
di registrazione viene aperta rimuovendone il coper gli strati di tessuto connettivo che
guotidianamente si formano al di sopra della dusdm® vengono rimossi al fine di ridurre la
resistenza dei tessuti che il microelettrodo in@ndurante la penetrazione in corteccia. Il
microelettrodo (FHC microelectroBén tungsteno di lunghezza pari a 14cm, isolato vemice
epossidica) €& fissato ad un micromanipolatore adnzamento idraulico che permette
'avanzamento dell’elettrodo di pochim, ancorato ad un braccio meccanico posto sul tegjgi
della sedia. Il braccio meccanico permette di sppedtelettrodo in senso antero-posteriore e medio-
laterale fino a raggiungere le coordinate stersothe previste per ogni penetrazione, calcolate in
base al repere fisso della camera, e riportatensumappa topografica in grado di individuare la
posizione di ogni penetrazione in relazione allieealil braccio permette inoltre il movimento
dell’elettrodo lungo I'asse verticale, e quindimbvimento verso la corteccia. Ancorato al braccio
meccanico € posto un reggicannula, all'internoqielle € posta una cannula in acciaio inossidabile
della lunghezza di 7,5cm. La punta dell’elettrodene dunque fatta passare attraverso la cannula. Il
complesso costituito dalla cannula ed elettrodo gudque muoversi nelle tre dimensioni con i
movimenti del braccio meccanico, mentre I'elettrgpd@ essere mosso autonomamente lungo I'asse

verticale. Mediante il micromanipolatore la cannciatenente I'elettrodo viene portata a livello del
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tessuto connettivo seguendo un angolo di 90°. Uoléa vraggiunto il tessuto connettivo, il
microelettrodo viene spinto all'interno della caxd& con l'ausilio del micromanipolatore idraulico
fino al rilevamento dell’attivita. Tale livello viee considerato il punto zero di profondita, a parti
dal quale vengono testate le proprieta funziorelliatea indagata, mediante passaggi in profondita
di 500um.

L’attivita registrata dal microelettrodo viene iata ad un sistema di preamplificazione (Bak
Electronic§, Germantown, MD, USA) la cui uscita, filtrata, @llegata a due oscilloscopi, I'uno
per visualizzare lattivita di fondo registrataaltro per visualizzare lattivita di singole cekul
selezionate con spike sorting on-line medianteindew discriminator dello stesso impianto e ad
un amplificatore acustico, per permettere allo ispentatore un monitoraggio uditivo costante delle
risposte neuronali provocate. L’analisi condottd'ativita neuronale amplificata dal sistema di
registrazione verte sulla discriminazione delle ppieta funzionali ritrovate all'inizio di ogni
sessione sperimentale e, conseguentemente, dedliziazione sulla base di queste dell’area nella
guale si sta registrando, secondo i precedentbpodit e lavori svolti dal dipartimento. L'analisi
della regione di entrata & funzionale alla locazane della regione della corteccia profonda nella
guale avvengono le microstimolazioni. Entrando arteccia con un angolo di 90°, infatti, la
corteccia d’entrata permette una prima tentativallpzazione rostrocaudale e mediolaterale in
quanto l'avanzamento verticale dell’elettrodo p@xteal raggiungimento della regione
immediatamente sottostante a quella d’entrata. ¢dmsultazione con le sezioni coronali mostrate
in un qualsiasi atlante del cervello di Macaca Regsermette dunque una localizzazione indicativa
del sito di stimolazione, della distanza dell'omdocfronto-parietale dalla corteccia d’entrata ¢ de
numero e posizione di cortecce da attraversarel’eteitrodo prima di raggiungere |'opercolo
frontoparietale — una strategia particolarmentaidio durante le penetrazioni da regioni prossime
ai solchi. Ogni osservazione in merito alle prog@riéunzionali viene annotata sul protocollo

dell’'esperimento.

3.5. Tecniche di localizzazione del microelettrodda visualizzazione ecografica

Durante la discesa dell'elettrodo, I'attivita viemeonitorata per mezzo audio, mediante
'amplificazione dell'attivita come sopra descrit® per mezzo video, mediante oscilloscopio, fino
al silenzio dovuto al raggiungimento delle fibrdtgstanti la corteccia d’entrata. L'elettrodo viene
ulteriormente spinto in profondita fino al raggiimgnto di una nuova attivita dovuta al banco
dorsale del solco centrale. Generalmente taleitattsompare dopo c.ca 9/10mm di profondita,
sebbene questo valore sia soggetto a variazioandgnti dai valori delle coordinate AP e ML della
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penetrazione. Dopo il 10°mm di profondita, la dssceell’elettrodo viene monitorata per mezzo di
un ecografo.

Un ecografo Logiq 400 CL ProSeries, General Eleditedical Systeffi & stato impiegato al
fine di localizzare i solchi cerebrali e I'elettmdli stimolazione. L’ecografo rende possibile la
visualizzazione intracorticale per mezzo di unadsoendocavitaria E721che ha accesso alla
corteccia per mezzo della camera posta nell’enustemtrolaterale la stimolazione. Al fine di
tutelare la corteccia esposta nella camera ditragisne adibita alla sonda alcune misure cautelari
sono state prese; in primo luogo, l'operazione idiozione del tessuto connettivo non viene
eseguita in maniera radicale, al fine di impedineagcesso diretto della sonda alla dura madre, e
quindi al fine di evitare che la frizione con langa possa creare lesioni o danneggiamenti. In
secondo luogo, viene evitato un diretto contattitad®nda con il tessuto connettivo ponendo al di
sopra della camera di registrazione uno stratoatficé precedentemente lavato con soluzione
fisiologica. Tra lo strato di lattice e la sondaene posto un gel conduttore per ultrasuoni e
trasmissioni elettriche (Moretti, Ultrasound ®&gelal fine di ottimizzare la qualita della
visualizzazione.

Dopo aver settato la profondita adatta per unaettarrvisualizzazione dell'intera regione
ottimale per la visualizzazione delle struttureticali, la sonda viene rotata in modo da ottenere s
monitor una visione simil-coronale della cortecda. ciascuna immagine simil-coronale sono
facilmente individuabili i solchi bilaterali del oeello (in particolare, il cingolo, il laterale &tl
temporale); una volta individuata la posizione 'didttrodo in termini di profondita e di posizione
medio-laterale, 'immagine viene acquisita. Suce@ssente, I'immagine viene immagazzinata in
un archivio removibile, che permettera il trasfezitto della stessa su PC per mezzo di un apposito
lettore portatile (Fujitsu Dynamo 460 ©)1 La visualizzazione mediante ecografo risultaeess
imprescindibile per una corretta localizzaziond'elettrodo. Infatti, le proprieta funzionali della
corteccia profonda non possono aiutare lo speriaerg per almeno due ragioni: in primo luogo,
per le regioni profonde indagate non esistono bhidrionali abbastanza fini da permettere una
localizzazione ottimale; in secondo luogo, per matecnici dovuti ai parametri di stimolazione
(che verranno illustrati in seguito) l'impedenzall'diettrodo di stimolazione € tale da non
permettere una buona qualitd d’ascolto. La qualél'attivita in convessita e qualitativamente
migliore rispetto a quella delle regioni profond®nseguentemente, mentre un’analisi qualitativa
del tipo descritto e facilmente eseguibile in ca@si& nonostante la bassa impedenza, la stessa
operazione non é altrettanto affidabile in proféadi

Sebbene la localizzazione della materia grigiaededioni profonde sia solo derivabile dalla

rifrazione ottenuta dal solco, e quindi ammettaseppur minimo margine d’errore in termini di
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profondita, la visualizzazione ecografica rapprésenuttavia un mezzo decisivo nella
localizzazione del medio-laterale dell’elettrodspetto alle strutture stimolate.

La fig.8 mostra una tipica immagine simil-coronatéenuta durante la sessione sperimentale;
I'emisfero sinistro € visibile nella porzione sim& del’'immagine, mentre il destro € visibile =ell
porzione destra. Al di sotto della sonda sovrastdi@misfero destro (fig.8.1) sono facilmente
visibili il solco del cingolo (fig.8.2), il solcoal Silvio ipsilaterale e controlaterale (rispettivente,
fig.8.3 e 8.4) alla sonda e il solco temporalelgterale e controlaterale alla sonda (rispettivamen
fig.8.5 e 8.6). Inoltre, la fig.8.7 mostra il mielettrodo di profondita in prossimita della porzon

dorsale dell'insula.

PEN. 1063 17/89/07 11:36:. 04
DEPT. NEUROSCIENCES-PARMA UNIV Pioo TMHz E721

B2 GE

- 31000

3.6. Tecniche di ICMS dell'Insula di Reil e delle egioni perisilviane

Una volta raggiunta la prima attivita in prossimiti&ll’'opercolo fronto-parietale, viene
sospeso l'ascolto della stessa e si procede cpref@arazione della sessione di stimolazione. Sul

protocollo della clinica viene annotato l'inizioldesessione e con esso la posizione dell’elettrodo
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derivata dalla visualizzazione ottenuta dall'ecégrala stessa dicitura, accompagnata dalle
descrizioni cliniche derivate dalla stimolaziondaeogni altra descrizione rilevante all’esperimento

verra consecutivamente riportata sullo stesso potitoper ogni successiva profondita.

3.6.1. Strumentazione tecnica per la microstimolazione imticorticale

La strumentazione impiegata nella stimolazione tons due stimolatori (“stimolatore 1”:
LACE elettronic&, e “stimolatore 2”: Biphasic Pulse Generator, BAtétruments, In€) in cui
sono stati settati i parametri relativi alla freqpe, tempo e caratteristiche dellonda di
stimolazione, e un’lsolation Unit (Stimulus IsolgtdVP(®) sulla quale & stata tarata I'intensita di
stimolazione. Infatti lo “stimolatore 1” non é irraglo di emettere onde bifasiche, necessarie
all'attuale esperimento. Conseguentemente, & afikmcato uno “stimolatore 2”, al fine di poter
tarare in quest’ultimo le caratteristiche dellonda usare il primo stimolatore come trigger
temporale (il secondo stimolatore non e dotato mlitimer e conseguentemente pud emettere
esclusivamente single pulses o stimolazioni coetiffucui termine viene posto manualmente).
Conseguentemente nello “stimolatore 1” vengonotitarparametri temporali, ovvero il treno di
stimolazione e la frequenza di stimolazione (gdnerate 20ms, pari a 50Hz). Nello “stimolatore
2" vengono settate le caratteristiche dell’ondajesa la modalita bifase, la polarita +/—, la durata
del pulse e del pulse interval tra le due ondeadsfase.

La stimolazione ha inizio per mezzo di un triggentarruttore esterno collegato con il primo
stimolatore la cui uscita € connessa con il secatidwlatore; quest’'ultimo, invia un segnale di 4v
a tre componenti: una componente corrisponde alditeon Unit, sulla quale e tarata I'intensita di
stimolazione e la modalita bifasica di emissioneadrente; una seconda componente € costituita da
una luce che viene posta sul reggitesta e resesaaurante tutto il tempo della stimolazione per
segnalare visivamente la stimolazione nelle ripsedeo che accompagnano la stimolazione; una
terza componente & costituita dal CED Power £40h convertitore analogico/digitale a 8 canali
per l'acquisizione dei dati, che vengono inviatP& di acquisizione mediante una scheda PCI DIO
24°. |l segnale della stimolazione viene dunque adguial PC e visualizzato on-line per mezzo
del programma Spike®2 in registro con la visualizzazione ECG della eusildira sotto. E inoltre
possibile mandare una quarta derivazione all’amcplibre audio per una segnalazione acustica
della stimolazione. Le due uscite di corrente thdlation Unit vengono poste l'una al

microelettrodo e I'altra, la terra, sulla cameraetjistrazione.
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3.6.2. Valutazione dei parametri di stimolazione

| parametri di stimolazione seguiti nella primatpadell’esperimento sono stati i parametri
motori utilizzati in Premotoria Ventrale e in Matei Primaria durante le stimolazioni di controllo
effettuate in precedenti esperimenti: stimolazioon onde monofasiche a 333Hz, di durata
50/100/150ms, con un’intensita massima diA4Q0Tali parametri non evocano alcuna risposta nelle
regioni profonde. Successivamente, una seconda diestimolazioni & stata eseguita impiegando i
parametri descritti in Graziano M. et al., 2005, @gperimenti in premotoria: stimolazioni con onde
bifasiche a 200Hz, di durata fino a 500ms, conniefsita di 60/1Q0A. Anche in questo caso,
nessuna risposta é evocata nelle regioni profonde.

Si premette che gli esperimenti di stimolazioneirsula del macaco descritti in letteratura
sSono eseguiti con una strumentazione tecnica ®lecy € impossibile rapportarsi oggi ad essa:
innanzitutto, gli esperimenti sono eseguiti in ag@bn soggetti in anestesia — il che implica meolt
che una serie di misure cautelari relative al isah lesione elettrolitica non vengano neppure
sollevate. In secondo luogo le stimolazioni sonegage con elettrodi bipolari la cui impedenza
non viene riportata; conseguentemente il valogidiolazione viene dato in Volt e non in Ampere.
In alcuni casi, gli elettrodi sono macroelettrodisdiperficie, dunque appoggiati sulla superficie
corticale insulare esposta a seguito dell'apertiglasolco laterale. A seguito dell'impossibilita di
confrontarsi con tale letteratura, ulteriori paréng stimolazione sono stati ricavati a seguiedlal
consultazione della letteratura relativa alle stammni dell’insula su uomo in sede neurochirurgica
e alla consultazione con il dott. Lorenzo Bellojratgo presso la sezione di Neurochirurgia del
Dipartimento di Scienze Chirurgiche dell’'Universith Milano, Fondazione IRCCS Ospedale
Maggiore Policlinico, Mangiagalli e Regina Elengpdrametri impiegati in sede neurochirurgica
sulluomo sono caratterizzati da frequenze basse pdgrmettono un aumento di intensita e di
lunghezza del treno. Il gruppo dell’ospedale neagmio di Lyon, esperto in stimolazioni insulari,
riporta due batterie di parametri: (a) parametraasa frequenza: 1Hz, 1-3ms, 1-5mA, 5-10sec; (b)
parametri ad alta frequenza: 50Hz, 0,1-0,5ms, M8:65sec (Ostrowsky et al., 2002). Poiché la
stessa equipe francese afferma che i parametssaldeequenza non danno risposta nella maggior
parte dei casi, si € optato per test di stimolazioon parametri a 50Hz.

Un primo accorgimento preliminare ad un innalzamedel tempo e dell'intensita di
stimolazione — il primo passa infatti dall’'ordineidnillisecondi all'ordine dei secondi, mentre |l
secondo passa dall'ordine deh all'ordine dei mA — é relativo all'impedenza deicroelettrodo.
Gli elettrodi impiegati nelle prime stimolazioni rem elettrodi ad alta impedenza: FHC
microelectrode® in tungsteno di lunghezza pari a 14cm, isolati a@mnice epossidica con

un’impedenza variabile da 4 a 10MQ. Una tale impedenza sottoposta ad un passaggio di
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corrente dell’ordine dei mA offre tuttavia un atischio di lesionare il tessuto corticale circos¢an
la punta dell’elettrodo; conseguentemente I'impedetella punta degli elettrodi da stimolazione e
stata abbassata mediante elettrolisi fino a raggeun valore minore di 150K

La possibilita di allungare la durata temporaleladstimolazione ha aperto la possibilita di
mappare la corteccia dell'insula e delle regionc@stanti mettendo a confronto le risposte di due
diversi approcci all'lCMS: quello delle classich@mlazioni a treni brevi — “ST-ICMS”, di durata
pari a 50/100/150ms — e quello delle stimolazianissala comportamentale — “BTS-ICMS”, di
durata superiore ai 500ms. Al di la della durathtdeno, che ovviamente differisce nelle due

condizioni, i parametri di stimolazione adottathea seguenti:

- Frequenza: 50Hz; stimolazioni a minore frequehzamno portato saltuariamente a risposte
comportamentali fino a 12Hz, ma una soglia dekgdienza non e stata indagata sistematicamente.
Durante le stimolazioni a 4mA 3sec (si veda sdadyequenza non € mai stata superiore a 50Hz

per motivi precauzionali.

- Intensita: I'intensita massima adottata nel protim sperimentale € pari a 4mA. Stimolazioni a
maggiore intensitd non sono state testate per mptacauzionali, se non nella prima fase di
sperimentazione dei nuovi parametri. In ogni casa, risposta presente a 5mA ma non a 4mA non
e stata considerata affidabile a causa dell’evéitduzhe |la stessa sia stata generata a seguitoadi

diffusione di corrente, e comunque per uniformaa tutte le stimolazioni.

- Pulse width: Essendo la stimolazione bifasicastlmolatore rilascia coppie di pulse a distanza
ravvicinata, in cui il primo pulse € negativo edcondo € positivo. La durata di un singolo pulse é

pari a 0,2ms, mentre l'intervallo interno alla c@pgi pulses € pari a 0,1ms.

3.6.3. Short Train ICMS (ST-ICMS)

Le stimolazioni a treno breve (ST-ICMS) sono stiazabni classicamente impiegate al fine di
ottenere brevi twitch con singoli effettori (gerlerante bocca o effettori distali). Queste
stimolazioni hanno una durata di partenza pari en$hOqualora non risulti alcuna risposta

comportamentale alla stimolazione, il treno vieamantato.

3.6.4. Behavioral Time Scale ICMS (BTS-ICMS)
Le stimolazioni a scala comportamentale, o behalitime scale stimulations (BTS-ICMS),

sono particolari ICMS la cui durata viene protrgita un periodo di tempo maggiore rispetto alle
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stimolazioni classiche, al fine di osservare nehtreedella stimolazione un’intera manifestazione
comportamentale evocata. Un esperimento a lunghi @i stimolazione permette di valutare |l
ruolo comportamentale della risposta evocata ddililaolazione; inoltre la BTS-ICMS permette di
studiare il ruolo che il contesto gioca nel memtedla stimolazione. La BTS-ICMS é stata eseguita
nelle regioni perisilviane adottando treni di stlamone pari a 3 secondi; occasionalmente la
stimolazione é stata mantenuta per un tempo tdiadesecondi a scopo esplorativo per maggiore
chiarezza nella risposta comportamentale. |l tethoporale dei 4 secondi non € mai stato superato
per motivi cautelari e una risposta a tale treno ostata comunque considerata ai fini della
valutazione della stimolabilita della regione a methe non fosse accompagnata anche da
stimolabilita a treni di massimo 3sec. A seguirestanolazione standard, sono state eseguite
stimolazioni di intensita decrescente finalizzdteiteovamento del valore di soglia d’intensita per
I'ottenimento di una risposta comportamentale. aglis di intensita sono state testate mantenendo

un treno di stimolazione di 3 secondi e una fregaati stimolazione di 50Hz.

3.6.5. Protocollo sperimentale di stimolazione

Una volta raggiunta e identificata la regione dmsiazione, si esplora la regione con
stimolazioni a partire dai parametri sopra descilith risposta comportamentale osservabile viene
descritta sul protocollo di stimolazione dopo a@eeguito un numero minimo di 3 stimolazioni. La
risposta & considerata affidabile se viene ripesiggematicamente con un numero minimo di 2
risposte su 3 stimolazioni. Tali procedure sontestapiegate in entrambi gli esperimenti a ST e a
BTSS. Tra una stimolazione e la successiva un lasseempo di almeno 30 secondi viene
mantenuto e, in caso di risposte sensori-motodalizzate somatotopicamente su un arto, lo stesso
viene massaggiato in modo da permettere il recughenoa situazione standard per la stimolazione
successiva.

Ogni qualvolta la stimolazione da luogo ad un &ffetomportamentale di tipo motorio, la
stimolazione viene ripetuta impiegando i paramedricorteccia motoria sopra descritti (sia quelli
classici che quelli impiegati dal gruppo di Mich&&laziano). Ad oggi si € osservato che il 100%
delle stimolazioni nelle regioni del solco laterageguite con parametri motori non ha generato
alcuna risposta comportamentale osservabile. lposte comportamentali significative vengono
filmate per mezzo di una videocamera; all'inizio atini filmato vengono riportati i dati della
stimolazione (data, numero della penetrazione,opidifa, regione di stimolazione e parametri di
stimolazione). Successivamente ogni filmato vierarisato su PC e tagliato in modo da garantire

un rapido reperimento video delle risposte compoetatali.
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3.7. Procedure di registrazione dell’attivita cardaca durante ICMS

Prima di ogni sessione di stimolazione due eleitmdesivi di superficie (Medtrori}
vengono posti sul soggetto sperimentale. La pas&zfmarticolarmente ottimale per la registrazione
ECG é la schiena (un elettrodo in corrispondenzautare, I'altro in corrispondenza della scapola
destra); tale posizione permette infatti di laseiBanimale libero di muovere gli arti superiori e
inferiori senza che cio interferisca in alcun mamm la registrazione dellECG. La schiena del
soggetto sperimentale viene dunque rasata per gersme@na maggiore aderenza con gli elettrodi;
prima di posizionare gli elettrodi, su di essi weposto un gel conduttore per ultrasuoni e
trasmissioni elettriche (Moretti, Ultrasound &edl fine di migliorare la qualita dell’acquisizien

Il terminale degli elettrodi viene inserito all'erno di un amplificatore CED 1982l quale
invia un segnale amplificato al convertitore analofgligitale CED Power 14(limpiegato per
inviare il segnale al PC, al fine di permettere wmsualizzazione on-line del tracciato ECG
mediante il programma Spik&2Insieme all’uscita del segnale ECG, viene inviat@€ED Power
1401° l'uscita dello “stimolatore 2" sopra descritta; jftogramma Spiké2 permette dunque di
visualizzare on line il tracciato ECG nella sualezimne temporale, e su un secondo canale, sullo
stesso asse temporale, I'evento stimolazione, espptato come treno di onde quadre, ciascuno
della durata sopra descritta. In fig. 9 sono visthie esempi di registrazione ECG; nelle porzioni
alte, in rosso, sono visibili i tracciati, mentrelle porzioni basse sono visibili i treni di
stimolazione. Sulle ascisse € presente I'asseedgdd. In fig.9b, ingrandita rispetto alla precedent
sono visibili le componenti del tracciato P, QRS;da visualizzazione delle deflessioni permette
di valutare I'eventualita di un rallentamento davaid un blocco atrio ventricolare, piuttosto che a

carico del nodo seno atriale.
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3.8. Analisi delle variazioni della frequenza cardica istantanea durante ICMS

Prima di ogni singola stimolazione, 'ECG vieneistigto in condizioni di tranquillita per un
periodo di baseline pari a 60sec; dopo la stimofai un periodo di circa 60sec viene registrato per
un’analisi dellandamento post-stimolazione. A dggudella registrazione, ogni singola
stimolazione viene archiviata con un nome che deanil numero progressivo di stimolazione, il
numero di penetrazione, la frequenza, il tempangehsita. Dopo aver trovato le soglie di intensita
per il sito di stimolazione in grado di dare unspdsta comportamentale apprezzabile secondo i
criteri sopra descritti, la stessa procedura dussizjone del’lECG viene eseguita per il valore di

soglia di intensita e per I'esperimento a trenvbre

3.8.1. Analisi HR per singole stimolazioni

In un primo momento le stimolazioni vengono anatezsingolarmente per verificare la
presenza di una variazione HR durante o immediatten@ seguito della stimolazione. Prima di
essere impiegato per il calcolo della frequenzantsinea, ogni tracciato ECG deve essere filtrato
dagli artefatti da stimolazione e da movimento raet# un filtro digitale presente nel programma
Spike?. Una volta filtrato e ripulito, un programma ricarautomaticamente i complessi QRS, i
quali vengono controllati successivamente. |l segnaene quindi digitalizzato con una
corrispondenza tra ogni evento digitale e ogni oRd&5ul segnale digitalizzato viene poi fatto
partire uno script scritto basato sul conteggidadieeéquenza istantanea tra ogni onda R e I'onda R
precedente: QRS: HR[t] = 1/(QRSJt] — QRSJt-1])riflultato dello script viene infine importato su
Excel® dove vengono visualizzati i tempi di ogni onda R drequenza istantanea individuata per
ogni intervallo R-R. Da questi dati € possibileenotre un grafico che mostra I'andamento
temporale della frequenza istantanea, allineatolewento stimolazione. Ogni grafico permette
dunque di visualizzare la frequenza cardiaca dgetbo durante il periodo di baseline, durante la
stimolazione, e nel periodo di post-stimolazione.

La baseline delle singole stimolazioni e stato @alo con riferimento alla media della
frequenza cardiaca (HR) nei 60 secondi precedenstiolazione. L'effetto della stimolazione
sullHR é stato cercato in un periodo di 10 secangartire dall'inizio della stimolazione (HR).

Gli effetti bradicardici (BC) e tachicardici (TCpso stati calcolati come il minimo ed il massimo

HR in questo periodo, sottratto e normalizzatoetgpal’HR della baseline:
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¢ BC=(min(HR109-HRbaselind/HRvaseline
¢ TC=(maxHR109-HRpaseiing/HRbaseline

Le dinamiche dell'effetto della stimolazione sulRHe stato investigato per mezzo del

ricampionamento HRsa 0,5 sec.

3.8.2. Analisi HR per popolazione

Successivamente sono state condotte due anapsipdilazione. Queste analisi permettono di
osservare la media delle variazioni della frequdstantanea rintracciabili all'interno di gruppi di
stimolazioni. | gruppi di stimolazioni sono stabstituiti differenziando sempre la localizzazione
anatomica delle quattro regioni stimolate, assegdavolta in volta a tutti i siti stimolati meditn

la visualizzazione ecografica:

Opercolo frontoparietale

Insula dorsale

Insula ventrale

Opercolo temporale

L’analisi di popolazione per le quattro regioniidieresse é stata condotta con un criterio di
accorpamento delle stimolazioni sensibile alla s@dabile AP, in un caso, e con un criterio di

accorpamento delle stimolazioni sensibile alleali AP e ML, in un secondo caso.

(a) Analisi di popolazione con variabile AP

L’analisi di popolazione con variabile AP e statadotta stabilendo 3 epoche temporali:

- EPOCA 1: baseline calcolata sui 60sec precedelati stimolazione. Una volta calcolato, il
valore di baseline viene portato a 0 e a partires® vengono valutate le variazioni successive;

-  EPOCA 2: periodo di stimolazione.

- EPOCA 3: periodo post-stimolazione di 10sec, su@lewiene calcolato 'andamento HR con

un’analisi della frequenza istantanea;

Sono stati analizzati i profili delle stimolazioeiinvestigata statisticamente la consistenza
dell’'effetto della stimolazione in ogni campionetdmpo. A tal fine e stata determinata la media

HR per ogni campione di tempo significativamenteetso da zero. La fig.10 illustra:
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- la percentuale di variazione della frequenza mespgetto alla baseline, pari a 0 (asse y);

- l'asse temporale (asse x; il periodo di stimolagi@necede la linea verticale tratteggiata ed e
dilatato rispetto al periodo post-stimolazione);

- la risposta relativa ad ognuna delle regioni deliesse € illustrata separatamente mediante
codice colore: opercolo fronto-parietale (blu),ulasdorsale (viola), insula ventrale (rosso),
opercolo temporale (verde);

- la significativita statistica € indicata dalla dinségone dei punti: piccoli: p<0,05, medi: p<0,01,
grandi: p<0,001.

In una versione dell'analisi I'allineamento é stétto in base all'inizio della stimolazione,
mentre in una seconda versione l'allineamento ® $tdto a partire dalla posizione del massimo
effetto (bradicardico o tachicardico). La funziatietale analisi € di investigare il trend temporale
effettivo della variazione indipendentemente dedlibocita della variazione.

Fig. 10

L’analisi di popolazione con variabile AP é finalaa all'osservazione delle variazioni della
modulazione del SNA con riferimento alla posiziaostrocaudale, accorpando in ogni classe le
stimolazioni condotte nella stessa posizione APanuifferenti posizioni ML. Il vantaggio di tale

analisi & duplice, in quanto permette di ossergs@ad’andamento temporalehe lintensita media
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di risposta su un dato AP. Permette di vedere imiena chiara 'andamento temporale delle
stimolazioni eseguite in una data posizione rostrdele mostrando nei 13 secondi rappresentati
graficamente il decorso delle variazioni di freqeeen Cio consente di vedere i tempi di
caduta/accelerazione della frequenza istantandaemipero. In secondo luogo, permette di vedere
l'intensita media di risposta mostrando la percalgtesatta di variazione della frequenza istantanea
rispetto alla baseline, e consentendo dunque dirmtare I'importanza dell’effetto tra diverse

posizioni lungo I'asse rostrocaudale.

(b) Analisi di popolazione con variabili AP e ML

Le stimolazioni sono state raggruppate secondes$&ipne stereotassica di AP ed ML; sono
state inoltre mantenute le quattro suddivisioni Ipealizzazione anatomica sopra descritte. E stata
stimata la consistenza dell’effetto bradicardicachicardico, bifasico o nullo in ogni gruppo
applicando un t-test e una soglia variabile del 123980, 25% sull’effetto medio: il che significa
che un dato gruppo di stimolazioni e stato consieprodurre bradicardia qualora la media BC
risultasse inferiore (es) allo 0,20 e se BC rimséasignificativamente diverso da zero (p<0,05,
doppia coda, uncorrected), e produrre una tachaguhlora la media TC risultasse superiore (es)
allo 0,20 e se TC risultasse significativamenteedio da zero (p<0,05, doppia coda, uncorrected).
Un gruppo € stato considerato produrre un effeitasizco qualora dimostrasse al contempo un
effetto bradicardico ed un effetto tachicardico.

L’analisi con variabili AP ed ML ha la funzione Mticalizzare il coinvolgimento dei singoli
siti in grado di produrre una modulazione del SNl segno di tale modulazione. E cosi possibile
considerare se all'interno di singole posizioni ARy ciascuna regione, esistono differenze dovute
alla posizione ML, e quindi ad uno spostamento ¢utigsse dorsoventrale. Inoltre, e possibile
evitare in questo modo I'eventuale accavallamenffdtti opposti presenti ad un’unica posizione
AP, a differenti posizioni dorsoventrali. Questinia rappresenta un’eventualita non considerata
nell’analisi con sola variabile AP, la quale haauta il vantaggio di mostrare il decorso temporale
dell'effetto, che non & invece desumibile dall’asieh variabili AP ed ML.
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3.8.3. Analisi di popolazione con variabile “emisfero”
Al fine di verificare l'esistenza di una lateralezzone della modulazione della risposta
cardiaca a seguito di ICMS nelle regioni perisingaé stata condotta un’analisi di popolazione in

cui sono state messi a confronto gli effetti debguenti stimolazioni:

a) ICMS della regione anteriore sinistra (AP 27-21l)edeegioni perisilviane;
b) ICMS della regione anteriore destra (AP 27-21)adedhioni perisilviane;

Lo stesso numero di stimolazioni per ogni emisistato considerato. Le quattro regioni di
interesse sono state raggruppate in un unico gruppe ANOVA sulle risposte tachicardiche e
bradicardiche sono state eseguite lungo le steggane anteroposteriore. La regione di interesse
(AP 27-21) e stata selezionata sulla base dellacerdrazione, nella stessa, di siti la cui

stimolazione genera le maggiori variazioni delkgfrenza cardiaca.
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4. RISULTATI

4.1. Short Train ICMS (ST-ICMS)

La stimolazione ST, eseguita con la consegna di ttelunghezza minima pari a 50ms, ha
fatto emergere l'esistenza di una rozza organipr&zsomatotopica distribuita lungo una porzione
ben definita della regione studiata: la rappreseot@ somatotopica del corpo e infatti presente
nelle regioni dell’opercolo frontoparietale e dielula dorsale, mentre € assente nella porzione piu
ventrale dell'insula e nel banco ventrale del aiv (opercolo temporale). Si evidenziano in

particolare i seguenti risultati.

4.1.1. Organizzazione rostro-caudale

La ST-ICMS evidenzia una predominanza di rapideosse che coinvolgono in varia misura
la bocca (twitch della lingua, delle labbra, delnto@ nella porzione anteriore dell'insula e
dell’'opercolo orbitofrontale (OFO). Ventralmente,3T-ICMS evoca brevi riflessi manifestati con
sussulti della regione sternale; poiché negli ssgda BTS-ICMS evoca risposte comportamentali
di natura viscerale e attivazioni vagali che silti@ono in cadute della frequenza cardiaca (si veda
sotto) si e classificato I'insieme di tali risposetto la dicitura di potenziali riflessi visceralia
regione immediatamente posteriore € in larga pargeregione di rappresentazione della mano, la
cui stimolazione evoca twitch delle dita, del pmlio del polso. In una regione di transizione,
'ICMS evoca risposte congiunte di mano e di bocka.una ristretta porzione dell’opercolo
parietale sono presenti nuovamente risposte dieb@iegtch della lingua, delle labbra, del mento).
Va sottolineato che il sito, quando stimolato carSBCMS, produce movimenti della bocca molto
diversi da quelli presenti nella regione anterioreyidenziando dunque la funzione
fondamentalmente differente della rappresentazimréicale in questione (si veda sotto per la
descrizione di BTS-ICMS). Non esiste una localizaag precisa delle singole dita, ne’ una
segregazione del pollice rispetto alle altre ditane € invece presente nelle mappe corporee della
convessita del cervello. Nella porzione mediale 'afgrcolo frontoparietale centrale la
stimolazione evoca twitch della mano congiuntamewit@n blinking dell’occhio controlaterale. La
regione immediatamente ventrale risponde saltuamaenalla ICMS, con twitch della mano o del
piede. Caudalmente, stimolazioni a treno breve yrodo twitch sincroni degli effettori distali
mano e piede controlaterali. La regione piu caydalece, mostra una risposta alla stimolazione

con twitch sincroni degli arti superiori ed infaiio
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Complessivamente, la ST-ICMS mostra I'esistenzairth mappa corporea presente lungo
I'opercolo frontoparietale e I'insula dorsale, clanbocca posta rostralmente e gli arti superiori e
inferiori caudalmente. Viceversa l'insula ventraelintero opercolo temporale non mostrano

alcuna rappresentazione somatotopica e sono ia fargura non stimolabili mediante ST-ICMS.
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Fig. 11

La fig.11 mostra la mappatura dell’organizzazioomatotopica su un unfolding della regione
perisilviana dell’emisfero sinistro del macaco. gonla linea in basso sono illustrati i valori
dell'asse anteroposteriore. Sono visibili 'opediontoparietale e I'opercolo temporale (grigio
chiaro) e linsula (piu scuro). Si osservano i sith presenza di risposte di bocca (siti M), mano
(siti H), lingua (siti T), arti superiori (siti U)arti inferiori (siti L), piedi (siti F), occhi (&i E),
viscerale (siti V), e combinazioni delle stesse.

4.1.2. Distribuzione delle soglie temporali

L’'analisi delle soglie temporali per evocare urspaosta apprezzabile mostra una significativa
distinzione tra il complesso anteriore, il comptesentrale, ed il complesso posteriore (fig.12).
L’analisi condotta sulle soglie temporali delle iteg anteriore, centrale e posteriore in cui 'lCMS
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ha evocato una risposta, ha mostrato una soglgtimlabilita alta per il complesso anteriore
(640ms; +/- 27ms), media per il complesso centf2#®ms; +/-19ms), e bassa per il complesso

posteriore (80ms; +/-5ms).

Mean Thresholds

700 ~
600 -
500 -
400 +
300 +
200 -
100 +

Threshold (ms)

ANTERIORE CENTRALE POSTERIORE

Fig.12

La fig.13 mostra la localizzazione dei valori digba su un unfolding della regione
perisilviana dell'emisfero sinistro del macaco. bonla linea in basso sono illustrati i valori
dell’'asse anteroposteriore. La scala a destrar#iuscodice colore con indicato il valore di sag|

temporale in secondi.

Fig.13
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4.2. Behavioral Time Scale ICMS (BTS-ICMS)

La stimolazione a scala comportamentale ha fattergene la presenza di una varieta di
risposte comportamentali complesse evocabili @atttente da gran parte della regione
perisilviana. In dettaglio, sono state evocateasse appartenenti ai seguenti domini: (a) risposte
comunicative; (b) risposte motorie, sensoriali osteti (c) risposte viscerali; (d) risposte
miscellanee. Indipendentemente dalle risposte wtitere stato osservato che una variazione del
tempo di stimolazione porta ad una variazione nedlaplessita della risposta e ad una maggiore
durata della stessa. In alcuni casi specifici, semgio durante risposte motorie complesse che
coinvolgono movimenti del braccio, una maggioreatlumella stimolazione offre I'opportunita di
studiare in maniera piu approfondita variabili gualdirezionalita del movimento, permettendo ad
esempio di distinguere un semplice sollevamentditidcio da un movimento di raggiungimento
della bocca con il braccio e una conseguente apediella bocca. Tuttavia, le risposte presentate in

coda sono state ottenute con BTS-ICMS a treno fissioa 3sec.

4.2.1. Risposte Comunicative

Risposte comunicative complesse possono essereatevatalla stimolazione elettrica
dell'insula ventrale. La fig.14 mostra la mappatdedle risposte a carattere comunicativo su un
unfolding della regione perisilviana dell’emisfesimistro del macaco. Lungo la linea in basso sono
illustrati i valori dell'asse anteroposteriore. kisposte a carattere comunicativo sono evocate
prevalentemente da ICMS eseguite lungo la porziemé¢rale dell'insula ventrale.

La prevalente risposta comunicativa evocatalip gmacking un gesto affiliativo consistente
in una rapida apertura e chiusura delle labbraaltune occasioni il lip smacking puo essere
intervallato dal sollevamento delle labbra al fide mostrare i denti a bocca chiusa; questa
espressione, denominatlent bared teethe considerata un mezzo per segnalare le proprie
intenzioni pacifiche. Secondo i primatologi, neleRbs l'alternanza di lip smacking e silent bared
teeth compone un’espressione facciale a sé stdategminatateeth chattering impiegata dai
subordinati verso i membri dominanti. In molti céesifine dell’espressione facciale evocata dalla

stimolazione viene seguita da movimenti masticatori
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Fig.14

Y

Per valutare la potenza della risposta comunicaivacata, la stessa e stata testata in
condizioni di interferenza con altre risposte coroative a diverso carattere emozionale: sono state
eseguite ICMS mentre il soggetto sperimentale mento a minacciare lo sperimentatore aprendo
la bocca; con l'inizio della stimolazione il soggeinterrompe la minaccia spontaneamente prodotta
e inizia la risposta evocata elettricamente, laleguaene interrotta a fine stimolazione per
riprendere la minaccia spontanea.

Tra le ipotesi interpretative di tale fenomenogVa possibilita che tale risposta sia dovuta ad
una mera attivazione del programma motorio relatit@spressione facciale corrispondente. In
realta, dato particolarmente interessante, le sigpcomunicative vengono evocate solamente a
condizione che il soggetto sperimentale stia fideamegli occhi un altro soggetto (ad esempio, lo
sperimentatore); viceversa, la stimolazione da#sso sito non da alcuna conseguenza se nessuno
sperimentatore € presente 0 comunque in assenzantiitto visivo. Qualora il soggetto diverga
volontariamente lo sguardo dallo sperimentatorerisposta diminuisce o sparisce del tutto.
Conseguentemente, l'idea per cui la stimolaziorwiain programma motoridout court non
regge, in quanto fattori contestuali (il contatisiwo) sono necessari per l'attivazione della r&po
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E stato notato un forte effetto di adattamentoadeéfiposta comunicativa, senz’altro maggiore
rispetto a tutte le altre risposte evocate nelacdedl’esperimento. Questo adattamento ha precluso
conseguentemente un’indagine approfondita delkteffen merito ad alcune variabili di interesse,
qguali il ruolo della vicinanza dello sperimentatatal soggetto, o l'identita dello sperimentatore

posto di fronte al soggetto.

4.2.2. Risposte Motorie e Sensoriali

Tutte le risposte di natura motoria e sensorialeosstate evocate nella regione dorsale
dell'insula e lungo I'opercolo frontoparietale. kisposte motorie e sensoriali si presentano come
risposte in gran parte sovrapposte per quanto ndguéa modalita (motoria o sensoriale), ma
chiaramente segregate per quanto concerne I'aspeizmnale dell'output. In diverse occasioni la
stimolazione elettrica della regione perisilviaalaogo a risposte di natura prettamente motania, i
cui il soggetto sperimentale esegue movimenti semplatti motori a valenza ecologica. Durante
la stimolazione il soggetto e sorpreso della peopsecuzione motoria o € indifferente, ma
generalmente tale risposta non suscita comunqusazeni disturbanti. Le risposte motorie sono
definite tali poiché vengono eseguite in maniechpaendente dalla volonta del soggetto, in maniera
immediata e obbligata, vale a dire che e impossddisoggetto opporsi al movimento evocato. Tale
genere di risultato e tradizionalmente considerdfetto dell’eccitazione elettrica di una rete
motoria prossima all’output muscolare; casi tipsano gli effetti della stimolazione del lobo
frontale, e delle aree motorie e premotorie inipaldre. Altre risposte incluse nella presentesgas
si presentano come risposte parzialmente diverdle geime per quanto concerne la loro
manifestazione comportamentale. Si tratta infaitiridposte motorie volontarie conseguenti
stimolazioni di natura sensoriale (ad esempio,gtasee) localizzate in specifiche parti del colipo;
guesti casi il soggetto mostra stupore o fastideeguito della stimolazione, con un susseguente
comportamento esplorativo della parte corporeagstata, nel caso di stimolazioni non fastidiose,
0 con manifestazioni stereotipate di fastidio, oabo in cui la stimolazione dia luogo ad una
sensazione spiacevole. Tuttavia, € stato ossepr@ogeneralmente il comportamento volontario
descritto consegue un primo comportamento motamm.pAlternativamente, le risposte possono
avere inizio con un breve twitch dell’effettoreandssato (chiaramente visibile nella stimolazione
ST). Poiché le risposte tipicamente motorie e gueliste sono co-localizzate, si € deciso di
considerare un’unica classe di risposte motoriersariali. La fig.15 mostra la mappatura delle
risposte motorie e sensoriali su un unfolding dedigione perisilviana dell’emisfero sinistro del
macaco. Lungo la linea in basso sono illustrataloxi dell’asse anteroposteriore. | colori dei siti

stimolati rappresentano le tipologie di rispostesposte oroalimentari (cerchi ocra e rosso);
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movimenti della mano e del polso, atonia della marotazione del polso e movimenti di
afferramento (cerchi blu); movimenti stereotipaticsoni degli effettori distali mano e piede (carch
verdi); movimenti dell’arto inferiore e del piedeefchi gialli); movimenti sincroni degli arti

superiore e inferiore controlaterale (cerchi bianch
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Fig.15

Le risposte oroalimentari consistono in movimemtnasticazione e di mouthing (movimenti
finalizzati alla manipolazione intraorale del cipbgeneralmente seguiti dalla deglutizione, senza
che alcun cibo sia presente in bocca. Tali rispsst® spesso accompagnate dall’inibizione di ogni
altro movimento: in particolare, stimolando duraiiteaggiungimento del cibo con la mano, o
mentre il soggetto porta alla bocca il cibo, il nmento si arresta per poi riprendere a fine
stimolazione. L’inibizione del movimento & bilaterama per motivi tecnici non si € riuscito a
stabilire se coinvolga anche i movimenti degli artferiori. La diminuzione dell'intensita di
corrente diminuisce l'intensita della risposta, dg#mandone la natura prevalentemente motoria.
Inoltre, stimolando quando il cibo € realmente enés in bocca, ovvero mentre una masticazione

naturale é gia in corso, si ottiene un rallentamela ritmo masticatorio.
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4.2.3. Risposte Viscerali

La stimolazione dei settori anteriori dell'insulaell’opercolo frontale danno luogo a risposte
viscerali. Le stimolazioni piu dorsali (insula ambee dorsale e OFO) evocano una forte smorfia di
disgusto caratterizzata dal sollevamento lateralzzdel labbro fino a scoprire i denti (fig.16,
sinistra). La smorfia di disgusto evocata dallanstazione non diverge dalla smorfia evocata
naturalmente dal soggetto in seguito all’avvicinatoedi cibo non gradito verso la bocca, da parte
dello sperimentatore.

Fig.16
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Stimolazioni piu ventrali sono frequentemente aqoagmate dalla stessa smorfia, ma si
associano all’espressione facciale sopra descuottgportamenti complessi correlati al disgusto, o
conati di vomito. Qualora la stimolazioni inizi nienl’animale sta gia masticando il cibo afferrato,
con l'inizio della stimolazione il cibo viene espaldalla bocca; se invece la stimolazione inizia
dopo che il cibo é stato afferrato, ma prima ch&asggiunga la bocca, vale a dire durante il
movimento del braccio verso la bocca, il soggettesta il movimento, esplora attentamente il cibo
e infine lo rigetta mentre la stimolazione & andoreorso (fig.16, destra). E interessante il fatie
tale comportamento € immutato indipendentemente tigal di cibo impiegato, e che tanto
I'espulsione del cibo quanto il rifiuto di portarldla bocca sono risposte ottenibili anche con cibi
particolarmente favoriti dall’animale. Riproponendo stesso cibo immediatamente dopo la
stimolazione il soggetto mangia normalmente. Atisposta viscerale ottenibile e I'evocazione di
conati di vomito (fig.16, al centro); tale rispostaprevalentemente localizzata nella porzione
ventrale dell'insula anteriore. La fig.17 mostraaumappatura delle risposte viscerali su un
unfolding della regione perisilviana dell’emisfesimistro del macaco. Lungo la linea in basso sono
illustrati i valori dell'asse anteroposteriore. $orappresentati i siti la cui stimolazione produce
smorfie di disgusto (cerchi viola), e siti la cdinglazione produce rifiuto del cibo dalla bocca,

rifiuto di portare cibo alla bocca, o conati di viban(cerchi rossi).
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Fig.17

4.2.4. Risposte Miscellanee

La stimolazione elettrica della regione perisihgaina dato luogo in numerose occasioni a
risposte ripetibili e sistematiche ma al contempa chiare 0 non classificabili all’interno delle
classi di risposte precedentemente descritte. Lacata identificazione di alcune risposte
comportamentali evocate elettricamente fa partdimii tecnici dell'ICMS, poiché in diversi casi
due o piu sensazioni o stati interni indotti al geip possono dare luogo ad una unica
manifestazione comportamentale. Le risposte noarafnente interpretabili sono in larga parte
localizzate nella regione dell’insula ventrale #udie ampiamente nell’opercolo temporale; questo
dato dimostra la natura essenzialmente non mothreuesti siti. La fig.19 mostra la mappatura
delle diverse risposte miscellanee su un unfoldiella regione perisilviana dell’emisfero sinistro
del macaco. Lungo la linea in basso sono illusiratilori dell’asse anteroposteriore. Le risposte
evocate comprendono le seguenti reazioni. Le raasiereotipate di fastidio (cerchi rossi) sono
stimolazioni nocicettive riconoscibili dall'esprémse facciale dell’animale (chiusura con forza
degli occhi e corrugamento del volto), nonché dahglessivo comportamento di agitazione (le
mani ripetutamente colpiscono la sedia per prinaia afferrano saldamente fino alla fine della
stimolazione). Tali risposte sono diffuse nellaioeg ventrale, ma prevalentemente evocate da

ICMS dellinsula ventrale centrale. Piccoli movintiem aggiustamenti posturali (cerchi gialli) sono
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evocati da stimolazioni dell’insula ventrale; dueanqueste stimolazioni si osservano brevi

movimenti degli arti inferiori in cui il soggettoggiusta la propria posizione sulla sedia per poi
fermarsi. Tali stimolazioni non sono avvertite dagetto come fastidiose. Contrazioni del tronco
(cerchi blu) possono essere evocate da ICMS dalifen ventrale centrale, mentre spostamenti
assiali verso I'emicampo controlaterale, accomptgte spostamento dello sguardo nella stessa
direzione (cerchi verdi), e tremori dell'intero poro di grandi porzioni dello stesso (cerchi neri),

sono evocabili prevalentemente lungo I'opercologerale del silviano.
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4.3. Variazioni della frequenza cardiaca istantanea neldominio del tempo
durante ICMS

Complessivamente l'analisi delle variazioni dellaguenza cardiaca istantanea nel dominio
del tempo ha mostrato che la stimolazione intrézalg dell'insula e delle regioni perisilviane € in
grado di produrre diverse tipologie di modulaziale® SNA. Le tipologie di risposte evocate sono
state identificate per mezzo di analisi su singilmolazioni; i risultati di analisi di popolazione

71



RISULTATI

hanno invece mostrato la distribuzione delle rigpssilla superficie studiata, I'intensita medidalel
variazione rispetto alla baseline, i trend temparadi della variazione ed i pattern di variazione
correlati a specifiche risposte comportamentablttie, il confronto tra due analisi di popolazione
condotte sui diversi emisferi illustra i risultaglativi all’ipotesi di un controllo lateralizzatdel
SNA.

4.3.1. Risultati dell’analisi HR per singole stimahzioni

L’analisi su singole stimolazioni ha mostrato ipologie di risposta: risposte bradicardiche,
risposte tachicardiche, risposte bifasiche. Inplire diversi siti non e stata riscontrata alcuna
variazione di frequenza cardiaca durante o a seguiCMS.

(a) Bradicardia

Le risposte bradicardiche (fig.20, in alto) si gm®no con una caduta della frequenza
cardiaca molto rapida, che ha inizio con una laeimzportante gia dalla prima o dalla seconda
coppia di complessi QRS successivi l'inizio delianglazione. Durante le risposte bradicardiche, la
frequenza istantanea subisce diminuzioni che raggioo il 30% di caduta rispetto alla baseline.
Non & mai stata osservata alcuna risposta bradieadibvuta ad un blocco atrio-ventricolare; al
contrario, tutte le risposte bradicardiche evodateno manifestato latenze a carico dei complessi
QRS, mantenendo pressoché invariata la latenziaadiel P-Q (bradicardia sinusale). In alcuni casi
la risposta bradicardica ha prodotto battiti diidng (fig.20, in basso). | battiti di fusione si
verificano se uno stimolo atriale viene condottawventricoli nello stesso tempo in cui si scarica il
focus ventricolare. L'aspetto del QRS che ne degiwatermedio tra quello normocondotto e quello
in corso di tachicardia ventricolare e in alcunsica visibile 'onda P che precede il battito (in
guesto caso, 'onda P € comunque ravvicinata aptesao QRS rispetto al normale). La comparsa
di battiti di fusione durante ICMS é riconducibééritardo indotto dalla stimolazione sullo stimolo
atriale, e conseguentemente rappresenta una canfedinetta del fatto che la bradicardia indotta
dallo stimolo elettrico € di origine sinusale, enovece dovuta a blocchi AV.

Le risposte bradicardiche sono caratterizzate deapidlo recupero della frequenza cardiaca
originaria, o da un seguente aumento di frequeardiaca al di sopra del livello di baseline (in
guesto caso si parla tuttavia non piu di bradieabdinsi di risposta bifasica).
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Fig.20, in alto — Bradicardie indotte da ICMS
Fig.20, in basso — Battito di fusione

(b) Tachicardia
Durante le risposte tachicardiche (fig.21) la frexoge istantanea aumenta fino a superare il

20% di variazione rispetto alla baseline; la rispadsizia un ritardo di circa 1sec dall'inizio dell

stimolazione e raggiunge il picco tra i 3sec e echperdurando quindi diversi secondi oltre il

periodo di stimolazione.
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Fig.21 — Tachicardie indotte da ICMS

(c) Risposta Bifasica (bradicardia — tachicardia)

In diverse occasioni la stimolazione evoca rispdsifasiche (Fig.22), ovvero risposte
caratterizzate da una iniziale modulazione bradicar(con tutte le caratteristiche sopra descréte)
seguita da una modulazione tachicardica (con tettaratteristiche sopra descritte). L'ipotesi per
cui la tachicardia della risposta bifasica sia davad un compenso fisiologico conseguente la forte
caduta bradicardica é da scartare a causa delarza di risposte bradicardiche pure, di maggiori
ampiezza rispetto alle bradicardie presenti ne#lposte bifasiche. Le risposte bifasiche debbono
pertanto essere ricondotte a una risposta genwmatal ad una sincrona attivazione simpatica-
parasimpatica. L'esistenza di una duplice attivagigimpatico-parasimpatico come tipologia di
risposta genuina e descritta in letteratura (save@ap.5).
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Fig.22 — Risposte bifasiche indotte da ICMS

4.3.2. Risultati dell’analisi HR per popolazione

(a) Analisi di popolazione con variabile AP

L’analisi di popolazione con variabile AP condatdle 3 epoche temporali (baseline, periodo
di stimolazione, periodo post-stimolazione) mosaadamento temporale e l'intensita media della
risposta, con riferimento alla posizione rostrocdedLa fig.23 illustra i risultati dell’analisi pe
ogni singola posizione rostrocaudale (opercolotbparietale in blu, insula dorsale in viola, insula
ventrale in rosso e opercolo temporale in verdeglibre di anteroposteriore € presente per ciascuna

figura).
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L’analisi mostra una netta prevalenza di effetiidicardici nella regione anteriore, compresa
tra le posizioni AP 27 ed AP 21, tale effetto iraliche la stimolazione elettrica del complesso
anteriore provoca una risposta media di tipo vagddssico, dotata delle caratteristiche sopra
descritte. Una diminuzione degli effetti della stiazione sulla frequenza istantanea, fino ad una
completa scomparsa della modulazione indotta, éealsile nella regione centrale compresa tra le
posizioni AP 20 ed AP 13; tale effetto indica ureamerale inefficacia dell'ICMS sulla risposta del
SNA, e conseguentemente un’assenza di relaziomidnali tra la regione centrale ed il SNA.
Un’inversione di tendenza, con risposte tachicduelie bifasiche, e invece osservato nella regione
posteriore compresa tra le posizioni AP 12 ed AP tale effetto suggerisce una connessione
funzionale tra la regione perisilviana posteriaalesistema nervoso simpatico.

Complessivamente, l'analisi di popolazione con alate AP mostra una conferma del
decorso temporale rinvenuto su singoli casi, tae qui le risposte bradicardiche hanno breve
latenza e un rapido recupero, suggerendo la prasinma via pressoché diretta alla modulazione
del SNA e non invece piuttosto di essere un effegtmondario della stimolazione, mentre le risposte
tachicardiche hanno una latenza maggiore e un eegulento; in questo caso la latenza e un
fenomeno comungue fisiologico e quindi non é pakesidiscriminare in base ad essa se l'effetto
genuinamente indotto dalllICMS o se e consegueretBefietto indotto dalla stimolazione. Le
risposte con maggiore modulazione, indipendenteenelal segno, sono localizzate lungo e
estremita della regione indagata. In tali siti ll@ezza supera una variazione del 20% rispetto alla
baseline, suggerendo una forte connessione cawAl&conseguentemente enfatizzandone il ruolo

in merito agli aspetti funzionali dei siti stessi.

(b) Analisi di popolazione con variabili AP e ML

La fig.24 mostra la mappatura delle variazioni HRa@ate dalla stimolazione elettrica, su un
unfolding della regione perisilviana dell’emisfesimistro del macaco. Lungo la linea in basso sono
illustrati i valori dell’'asse anteroposteriore. $ahustrati i siti in cui la stimolazione evocaposte
bradicardiche (cerchi blu), tachicardiche (cerdssi) e bifasiche (cerchi neri), con una variazione
rispetto alla baseline maggiore al 20%. L’anal@ wariabili AP ed ML illustrata in figura mostra
la distribuzione spaziale della variazione di ripo evocate dalla stimolazione. Le risposte
bradicardiche sono concentrate nella regione dsllla ventrale. Si osserva una predominanza di
risposte bifasiche nei siti caudali, miste a rispdachicardiche; si conferma inoltre il dato nelat
alla distribuzione rostrocaudale osservato con aliah precedente (bradicardie evocate

anteriormente e tachicardie evocate posteriormente)
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Fig.24

(c) Correlazione tra modulazione HR e comportameetocato a BTS-ICMS

L'idea di registrare in maniera sincrona le risposomportamentali a BTS-ICMS e la
modulazione del SNA mediante analisi della freqaengtantanea da ECG ha come fine
l'integrazione dei due dati al fine di una migliocemprensione degli aspetti funzionali dei siti
registrati. Una ipotesi e quella di impiegare ladwazione del SNA al fine di chiarificare le
risposte comportamentali individuate. E stata cttadauna analisi di correlazione tra il
comportamento evocato e la modulazione del SNAJFiIg.25 sono rappresentati i risultati
dell'analisi relativi alle risposte evocate nelleatfro regioni di interesse (opercolo frontopatesta

in blu, insula dorsale in viola, insula ventrale@sso e opercolo temporale in verde).
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L’analisi di correlazione mostra una forte connessitra il comportamento evocato e la
variazione della frequenza cardiaca istantaneaispasta bradicardica € presente in maniera chiara
nelle stimolazioni che danno luogo a risposte amoahtari e viscerali; in particolare, le risposte
visceromotorie, presenti nell’opercolo frontaleeardre e nell'insula, sono accompagnate da una
forte risposte vagale, mentre nel caso delle rigpooalimentari la modulazione maggiore segue la
stimolazione dell'insula ventrale, indicando la n#a valenza viscerale, in questa regione, della
stessa risposta osservabile anche dorsalmentésfdasta tachicardica € presente nelle stimolazioni
che danno luogo ad un forte tremore degli arti sape e inferiore controlaterale, evocate
prevalentemente da stimolazioni della regione pimste La risposta bifasica € presente durante
stimolazioni di natura spiacevole e dolorifica. tigposte di tipo motorio e sensoriali, nonché le
risposte di tipo comunicativo, non presentano acwsignificativa modulazione del SNA.
Stimolazioni che non provocano alcuna risposta aytamentale non producono modulazioni

significative della frequenza cardiaca istantanea.
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4.3.3. Analisi di popolazione con variabile “emisi®”

| risultati dell'analisi condotta sulle rispostectécardiche e bradicardiche della regione
perisilviana anteriore di entrambi gli emisferi (AR7-21) dimostrano l'assenza di una
lateralizzazione del segno della risposta (bradiea’VS tachicardia) e l'esistenza di una
lateralizzazione dell'intensita della risposta (miage nell’emisfero destro).

Aumenti di frequenza cardiaca (risposte tachicam)ice diminuzioni di frequenza cardiaca
(risposte bradicardiche) durante la stimolazion@eb periodo post-stimolo significativamente
maggiori alla baseline (p<0,001) sono presenti mtraenbi gli emisferi (fig.26). Questo dato
dimostra I'assenza di una lateralizzazione del gedella risposta. Gli aumenti di frequenza
cardiaca (risposte tachicardiche) e le diminuzidnirequenza cardiaca (risposte bradicardiche)
indotte dalla stimolazione dellemisfero destrouliano essere significativamente maggiore

(p<0,001) ai corrispettivi effetti ottenuti conrablazioni dell’emisfero sinistro (fig.26).
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| risultati permettono dunque di affermare (a) $&sza di una lateralizzazione del segno,
poiché entrambe le risposte sono evocabili in emtragli emisferi — sebbene in entrambi vi sia una
predominanza di risposte bradicardiche; (b) lagmea di una lateralizzazione dell'intensita, e in
particolare la presenza di un maggiore effetto SNIA a seguito di stimolazioni della regione
perisilviana anteriore destra rispetto all’effestiallo stesso a seguito di stimolazioni della region

perisilviana anteriore sinistra.
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5. DISCUSSIONE

Electrisation of the island of Reil gave no resylts] The
electrodes, insulated up to the point, were agadplied to

the island of Reil. No result was observed

Ferrier D., 1874-1875.

There is no reason to suppose that a part of thenbis
excitable and another not. The question is, how the

stimulation manifests itself.

Ferrier D., 1886

Come si e illustrato in Introduzione, I'Insula deiRe le regioni perisilviane si sono mostrate
essere implicate in una grande varieta di funzilenepilessie che coinvolgono l'insula producono
nella fase iniziale dell’attacco movimenti oroalm&i e risposte di tipo viscerale, unitamente
all’evocazione di movimenti complessi conseguehisdrd et al., 2004). Viceversa, ictus che
coinvolgono questa regione mostrano conseguenz&astanti che di volta in volta possono
interessare il normale funzionamento del sistemdi@aascolare (Christensen et al., 2005), il
comportamento emozionale e la percezione di emo@Baider et al., 2000), deficit sensoriali delle
modalita tattile e dolorifica (Cereda et al., 2Q08prprendentemente, solo uno esiguo numero di
studi, in gran parte datati, ha cercato di rispoaddla domanda relativa alle putative funzioni che
emergono dalla clinica. Nel presente studio sioatf tale questione mediante un approccio
integrato di microstimolazione intracorticale cleuso di stimolazioni a treni brevi e stimolaziani
scala comportamentale, durante il monitoraggio orig delle risposte comportamentali e

cardiovascolari.

5.1. Short train ICMS (ST-ICMS)

Esiste una rappresentazione somatotopica del aweliinsula di Reil? In caso affermativo,
come e disposta la distribuzione degli effettori?ld questo punto di vista l'insula e le regioni
perisilviane rappresentano un continuum funzion&e®ste domande hanno trovato qui risposta

per mezzo di un esperimento di microstimolazionéragorticale a treni brevi condotto
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preliminarmente all’'esperimento di stimolazionecala comportamentale. La microstimolazione
intracorticale a treni brevi (a partire da 50msj)n@ tecnica usualmente impiegata negli esperimenti
di mappatura corticale ed e particolarmente efécaello studio delle aree motorie; questa tecnica
permette infatti di studiare l'organizzazione soobapica delle aree mappate mediante
l'osservazione di brevi twitch dei vari effettorionporei, permettendo di ricostruire una
rappresentazione corporea corticale (si rimandapgdkendice per un approfondimento). Per queste
ragioni si & scelto di mappare la regione di irdseemediante ST-ICMS e di discuterne i risultati

separatamente.

5.1.1. Confronto con precedenti studi di ICMS

Le prime stimolazioni dell'lnsula di Reil sono satondotte da Ferrier alla fine del XIX
secolo senza mostrare risultati osservabili. Lgsdtli una organizzazione somatotopica dell’Insula
di Reil e delle regioni perisilviane € stata tutdasollevata successivamente da altri autori aisegu
di esperimenti di stimolazione elettrica. Frontgf¥956) descrive una rozza distribuzione
somatotopica esclusivamente nella porzione venti@lénsula. Secondo questo studio, il volto e le
parti superiori del corpo sono rappresentati nébgerostrali, mentre le parti inferiori del corpo
sSono rappresentate nei settori caudali; tutta@atdire sottolinea la mancanza di sistematicitaedell
risposte, tant'e che lipotesi di lavoro secondodaale l'insula rappresenta un’area motrice
somatica extrapiramidale viene lasciata cadere.w8i® & Lauer (1961) descrivono una
rappresentazione grossolana in cui movimenti débvmossono essere evocati da pressoché tutta
'insula, mentre la restante parte del corpo e meggntata secondo una somatotopia simile a quella
di Frontera (arti superiori anteriormente, artiembri posteriormente). A differenza dello studio d
Frontera, tuttavia, la rappresentazione corpordiatébuita tanto nella regione dorsale quantoanell
regione ventrale.

L’esperimento di ST-ICMS qui presentato fa emergera sostanziale differenza funzionale
tra la regione perisilviana dorsale (opercolo fopairietale e insula dorsale) e la regione
perisilviana ventrale (insula ventrale e opercadmporale). Cido conferma la differenziazione
funzionale tra insula dorsale ed insula ventralscdi#a dagli autori precedentemente citati. Tale
segregazione dorsoventrale e inoltre confermateeckenti studi multiarchitettonici in cui si rileva
una continuita anatomica tra I'opercolo frontopt@lie e I'insula dorsale (Morel et al., 2008), e un
maggiore differenziazione tra insula dorsale edulmsventrale. L'esperimento di ST-ICMS
dimostra che un campo di rappresentazione dell@abé@cpresente rostralmente, seguito da un
campo di rappresentazione della mano e da un catapdale di rappresentazione degli arti

superiori e inferiori. A differenza degli studi afi, tuttavia, nel lavoro qui presentato la
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distribuzione somatotopica degli effettori corpoéepresente nell'insula ventrale solo in maniera
molto limitata, mentre €& totalmente assente nedfoplo temporale. L'assenza di una
organizzazione somatotopica in questa regione dramda distanza funzionale di questa regione
con il sistema sensori-motorio. Gli studi odologiostengono il dato presentato in tesi mettendo in
luce la prevalenza di connessioni con regioni diurga motoria e sensoriale nella regione
perisilviana dorsale, ma non nella regione peteila ventrale. Tutta la regione dorsale risulta
essere fortemente connessa con diversi siti dajp@ricie frontale, prefrontale e parietale, i cui
aspetti funzionali sono fortemente implicati corcdntrollo sensori-motorio. L’opercolo frontale
(OFO e PrCO) e connesso con l'area prefrontalee4éon la regione laterale della PMv; € inoltre
fortemente connesso con l'insula dorsale, meniresdla ventrale risulta essere meno marcata
(Cipolloni & Pandya, 1999). In particolare, € notee la regione laterale della PMv é implicata nel
controllo dei movimenti della bocca. L'individuane di un campo di rappresentazione della bocca
nella porzione rostrale della regione mappata dirmogna continuita con gli studi odologici.
Caudalmente, I'opercolo parietale (aree 2, 1-2/P$M) mantiene connessioni con l'area 46v e ha
connessioni con regioni premotorie e motorie qudiianco posteriore del solco arcuato (F5a e
F5p), la convessita dell’area premotoria ventr&léc(e F4) e I'area motoria primaria laterale
(Cipolloni & Pandya, 1999; Belmalih et al.,, 2007%).opercolo parietale ha inoltre diffuse
connessioni con l'area somatica primaria postcenti@on il lobulo parietale inferiore e con |l
banco inferiore del solco intraparietale. Questgorge € per di piu fortemente connessa con l'insula
dorsale. Complessivamente, dunque, lo studio dnessioni sembra confermare la vicinanza
funzionale riscontrata tra regione perisilvianasa¢e e cortecce sensoriali e motorie. Viceversa,
studi odologici sulla regione perisilviana ventralen mostrano particolari connessioni con le
regioni sensoriali e motorie. Come si e visto napi®lo 2, infatti, le connessioni dell’'opercolo
temporale interessano la regione orbitofrontaleefrgntale mediale e, in minor misura, I'area 10
laterale ed il giro cingolato anteriore supracallesNon sono presenti importanti connessioni con
le regioni premotorie 0 motorie. La connettivitallaleregione perisilviana ventrale & pertanto
coerente con la scarsa presenza di campi di ragpezsone somatotopica rinvenuta mediante ST-
ICMS.

Nelle regioni perisilviane dorsali vengono preséntime campi di rappresentazione della
bocca: il primo, piu ampio, € posto nella regionstrale dorsale (opercolo frontale anteriore ed
insula dorsale anteriore) mentre il secondo, dietisioni minori, € presente in una regione piu
caudale, lungo I'opercolo parietale. E stato sitéaito che la stimolazione del sito eseguita d tren
lunghi produce movimenti della bocca piu sempliciqgdelli presenti nella regione anteriore, di

semplice apertura e chiusura della bocca anzichécainplessi movimenti oroalimentari,

83



DISCUSSIONE

suggerendone dunque un differente ruolo funzior@leesta seconda regione di rappresentazione
della bocca corrisponde verosimilmente alla regidineocca identificata mediante la registrazione
di singole unitd da Robinson & Burton alla fine lilegnni '70. Secondo questo studio, i campi
recettivi trigeminali si trovano nella porzione ambre dellopercolo parietale, mentre
posteriormente i neuroni rispondono principalmemtstimoli tattili somministrati sulla superficie
della mano o sulle dita, e rappresentano la poezippadominante della mappa; la regione di mano e
seguita da un campo di rappresentazione di brapoiajel tronco superiore e inferiore, e degli arti
posteriori. Quanto descritto da Robinson & Burtsava una certa conferma nella presente
mappatura, sebbene sorprendentemente le rispasteisi questo caso rinvenute mediante ICMS di

una regione descritta in letteratura avente madpli¢valentemente somatosensoriale.

5.1.2. Somatotopia dorsoventrale della regione amntere

L’insula anteriore ventrale €, come tutte le regiparisilviane ventrali, non chiaramente
interpretabile in termini di rappresentazione sartggdica. Tuttavia, la ST-ICMS dell'insula
anteriore ventrale evoca nel soggetto brevi riflesanifestati con sussulti della regione sternale.
Negli stessi siti, il prolungamento del treno alaceomportamentale evoca risposte di natura
viscerale come conati di vomito e smorfie di digguaonché forti cadute della frequenza cardiaca.
Per questi motivi, € verosimile che i sussulti @ealegione sternale osservati rappresentino la
controparte osservabile di potenziali riflessi gigdi. Secondo tale ipotesi, dunque, una regione di
rappresentazione viscerale sarebbe localizzata isita immediatamente ventrale ad un campo di
rappresentazione della bocca. Questo suggeriscecan@nuita in termini di organizzazione
somatotopica. In particolare, si puo ipotizzare theganizzazione topografica della superficie
precentrale § la Woolsey '58) di unoSimiunculusi cui arti inferiori sono in posizione dorsale,
seguiti ventralmente dagli arti superiori e dalkecdn, prosegua all’'interno del solco del Silvio con
una rappresentazione della bocca ora implicatauonterfaccia viscerale (infatti la BTS-ICMS di
guesto campo evoca, oltre alle risposte oroalimgnégache una simultanea forte attivazione
vagale), la quale prosegue ventralmente con ur@esentazione viscerale, la cui ST-ICMS evoca
appunto i riflessi viscerali descritti. E interessanotare come la formulazione di una tale ipotesi
possa essere sostenuta in virtu di una convergdinmetodologie (ST-ICMS, BTS-ICMS, analisi
del tracciato ECG).

5.1.3. Stimolabilita e granularizzazione
La regione dell'opercolo parietale e linsula ddesgposteriore hanno una soglia di

stimolabilita molto bassa, mediamente 80ms. Al @id, la soglia minima per ottenere brevi
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risposte aumenta nella regione anteriore dell'msibrsale e nell’opercolo frontale fino ad una
media di 640ms. Questo dato € interessante sensidava che una stimolazione di tale durata é
considerata nelle aree motorie una stimolazionka smanportamentale, e quindi di lunga durata e
in grado di evocare risposte complesse. Oltreradliai funzionale delle ST-ICMS, anche I'analisi
della stimolabilitd mostra una profonda continuita la regione opercolare frontale e linsula
dorsale anteriore, e tra la regione opercolareefsde e I'insula dorsale posteriore. Al contrario,
'analisi della stimolabilita mostra come il bloc@nteriore dorsale (opercolo frontale e insula
dorsale anteriore) ed il blocco posteriore (operquadrietale e insula dorsale posteriore) risultino
essere molto diversi tra loro. Questo dato non letuteo sorprendente. Infatti procedendo in
direzione rostrocaudale tanto linsula quanto l'@mopéo frontoparietale vanno incontro ad un
processo di graduale granularizzazione. Come sit® el Capitolo 2, I'insula anteriore ventrale
corrisponde architettonicamente ad un campo agresued un processo di granularizzazione si
sviluppa a partire da tale campo disegnando ceadhesso concentrici. Conseguentemente, la
regione immediatamente posteriore e quella immaghianhte dorsale all’insula anteriore ventrale
risultano essere disgranulari, mentre un terzol@reichitettonico, pienamente granularizzato,
comprende l'insula posteriore (dorsale e ventraléppercolo parietale (si veda la fig.3, Cap.2).
Sebbene al momento non sia disponibile I'architet® del soggetto sperimentale, € comunque
evidente che il dato di natura architettonica sentdonvergere verso quello dell’analisi delle saglie
Anche se non é chiaro perché la regione granuktazzebba avere, in particolare, soglie piu basse,

€ interessante notare tale covarianza di architetieurale e stimolabilita.

5.2. Behavioral Time Scale ICMS (BTS Stimulation)

5.2.1. Risposte Comunicative

Nella vita sociale del macaco la comunicazione trembri del gruppo avviene
prevalentemente mediante espressioni facciali.esse, infatti, si stabiliscono gerarchie e relazion
sociali fra i diversi membri della comunita. Esisbospecifiche espressioni facciali di minaccia, di
sottomissione (teeth chattering), ed espressiditintiffe generiche (lip smacking); tali espression
hanno al contempo una valenza comunicativa ed ale@za emozionale. Alcune caratteristiche del
volto durante la produzione di espressioni a sfoachmtivo sono molto specifiche, e per questo
motivo sono oggetto di particolare attenzione digrdiosservazione delle espressioni emotive
prodotte dai conspecifici. Un elemento di particelamportanza e dato dall'osservazione degli
occhi; nel 2004, un gruppo di ricercatori guidaatia Prof.ssa Gothard ha dimostrato che quando la

scimmia osserva espressioni aggressive di minagtielli I'apertura della bocca é un elemento
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primario, il tempo dedicato all'analisi visiva vierequamente distribuito tra 'osservazione degli
occhi e della bocca, mentre viene portata pocazatee alle altre parti del corpo. L'osservazione
di smorfie di paura é caratterizzata da un’analsva significativamente maggiore della bocca, ma
anche in questo caso gli occhi sono osservati pgul€ orecchie o altre parti del corpo. Cosa ancor
piu interessante, 'osservazione di espressionliaiVe quali il lip smacking e caratterizzata da
un’analisi visiva basata prevalentemente sugli pbatél soggetto, ovvero il tempo speso
nell’osservazione degli occhi del soggetto postératite & significativamente maggiore rispetto al
tempo speso nell'osservazione della bocca, dedlecbie, o di altre parti del corpo (Gothard et al.,
2004). D’altra parte il contatto visivo e una candne necessaria per la produzione di diverse
espressioni comunicative quali il lip smacking celpressioni di minaccia e di paura. E noto che
anche nell'uomo la decodifica dell’espressione mlivolto € affidata ad un’esplorazione estensiva
dello sguardo della persona di fronte (Yarbus, 1967

In accordo con questi dati, la microstimolaziortesicorticale di alcuni siti dell’insula ventrale
induce il soggetto a produrre espressioni affiiatsolo se viene stabilito un contatto visivo toa c
lo sperimentatore. Nel momento in cui tale contaieme a mancare, |'effetto della stimolazione
sparisce. Questo dettaglio dimostra come la stiomi@ abbassi un livello di soglia di una risposta
comportamentale, ma non sia sufficiente di per se grovocare la risposta; al contrario, un
elemento contestuale indipendente dalla stimol&zidncontatto visivo, € condizione necessaria
alla risposta. L'assenza di risposta durante il ¢catm contatto visivo & particolarmente utile
nell'interpretazione del dato poiché permette diledere I'ipotesi che la risposta evocata dalla
BTS-ICMS corrisponda all’attivazione di un programmmotorio di basso livello gerarchico; tale
ipotesi, resa gia improbabile dalla localizzazioke¢ siti in questione (i quali non corrispondono a
regioni vicine al controllo motorio), & inoltre igace di spiegare I'assenza di attivazione in
assenza dell’elemento contestuale. L’attivazioneudi programma motorio di basso livello
gerarchico deve infatti essere indipendente darfatsterni alla sola induzione di corrente.
Viceversa, la caratteristica principale risultaeseed’aspetto socio-emotivo, ovvero la facilitazon
di un manifesto comportamento di tipo affiliativode sottomissione a seguito dell’attivazione
dell'insula ventrale. Tale dato & per di piu anat@mente convergente con gli aspetti funzionali
della regione immediatamente adiacente, il polopwale, il quale e considerato largamente
implicato nella modulazione delle funzioni emotigeviscerali in risposta a stimoli a valenza

emotiva, siano essi percepiti, immaginati o rictrf@lson et al., 2007).

5.2.2. Risposte Sensorimotorie e Visceromotorie
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Il ritrovamento di risposte di natura motoria nellegione perisilviana € di particolare
interesse, in quanto tale regione non é classicemernsiderata “motoria” o vicina all’output
motorio. Tuttavia, cio non e del tutto inspiegapitequanto studi odologici mostrano I'esistenza di
connessioni tra sottoregioni dell’opercolo frontopile e dell’insula dorsale con la corteccia
premotoria ventrale laterale, e con le aree mosugplementari (Luppino et al., 1993; Belmalih et
al., 2007). Studi di PET mostrano che movimentetupi del braccio e della mano aumentano il
flusso ematico cerebrale della regione posteri@€irtsula (disgranulare e granulare), ovvero di
qguella parte della regione mappata la cui stimolai evoca movimenti prossimali e distali
(Colebatch et al., 1991). Inoltre, diversi studndotti su pazienti ricoverati in seguito a stroke c
coinvolgono le aree motorie, hanno dimostrato ehtase di recupero funzionale &€ accompagnata
da un aumento dell’attivita di specifiche regioarebrali tra le quali 'insula (Augustine, 1996).

Tra le risposte di natura sensori-motoria evocaeBdS-ICMS della regione perisilviana
dorsale, le risposte oroalimentari evocate nelgaoree anteriore risultano essere senz’altro le piu
interessanti. Classicamente, le regioni dell’insdtasale anteriore e dell’'opercolo frontale sono
state considerate aree a dominio gustativo (Yaadeyt., 1990) o somatico intraorale (Ogawa et al.,
1989, Verhagen et al., 2004). Ciononostante, quaintimente il numero di neuroni responsivo a
tali test € sempre stato molto ridotto: generalmeanta percentuale minore del 10% dei neuroni
risulta avere chiare proprieta gustative, mentreacil 20% dei neuroni sono modulati da risposte
motorie o sensoriali (Augustine, 1996). La maggarte dei neuroni dell’insula e dell'opercolo
frontale ha proprieta non caratterizzate, ma lrettta di area sensoriale gustativa resta ampiamente
utilizzata con riferimento alla regione perisilveardorsale. Esiste il forte sospetto che la
processazione gustativa potrebbe non essere itatfivedominante di questo complesso, ma che
€SS0 possa partecipare ad una varieta di funzésoicéate al nutrimento; secondo Augustine (1996)
tale comportamento potrebbe implicare una integrezidi risposte viscerali e di sensazioni
somatiche, dimostrando la presenza di una codifiaitisensoriale. Nell'esperimento presentato
viene mostrato come durante la stimolazione di tguesgione il soggetto mastichi, esegua
movimenti di ricerca del cibo all'interno della lmace, alla fine, deglutisca, nonostante la bocga si
vuota. Poiché la diminuzione dell'intensita evogaa wiminuzione dell'intensita della risposta, e
poiché la ST-ICMS evoca brevi twitch del labbroealla lingua, € evidente che la risposta evocata
non é riconducibile ad una sorta di allucinazionstativa indotta dalla stimolazione. Inoltre, se la
stimolazione viene effettuata quando il cibo e meaite presente in bocca, il ritmo masticatorio
viene alterato, e cid non € compatibile con l'igbtell’allucinazione gustativa. Conseguentemente,
la microstimolazione di quest’area apre la possbiche processi di integrazione motoria,

sensoriale e visceromotoria facciano parte degktiisfunzionali della regione perisilviana dorsale
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Questo dato € supportato inoltre da due argomimiimo proviene dall’analisi della variazione
della frequenza cardiaca: nello studio si dimostfatti come la stimolazione di questi siti evochi
una caduta della frequenza cardiaca indicante arta fttivazione vagale, quindi una risposta
visceromotoria. L’eventualita che tale rispostagaosssere effetto di una attivazione sensoriale e
smentita dal fatto che il ritardo osservato risdssere a carico del primo/secondo intervallo tra
complessi QRS dall'inizio della stimolazione, owwdroppo rapidamente per essere conseguenza
mediata di una allucinazione gustativa. |l secoadgpmento a favore dell'interpretazione di una
genuina e diretta risposta indotta dalla microstamione proviene dalla clinica, in quanto la
produzione di movimenti oroalimentari e stata ogsr durante epilessie insulari (Isnard et al.,
2004).

Le risposte viscerali sono ottenibili alle stesssipioni anteroposteriori delle risposte di tipo
oroalimentare, sebbene le prime siano prevalentemeentrali (insula ventrale) e le seconde
prevalentemente dorsali (insula dorsale e oper@mlotale). Questa osservazione suggerisce la
presenza di una organizzazione somatotopica itiefteéttore bocca é rappresentato nelle porzioni
dorsali, mentre regioni viscerali interne sono ragpntate nelle porzioni ventrali. La BTS-ICMS
della regione anteriore ventrale mostra infattposte viscerali dirette quali conati di vomito, o
risposte viscerali pit complesse quali il rifiutel @ibo preferito o I'espulsione di cibo dalla bacc
Il primo caso € peraltro convergente con recergenszioni condotte sui pazienti con epilessia
insulare (Catenoix et al., 2008). Un dato di graideresse € la presenza di violente attivazioni
bradicardiche che accompagnano la produzione abste viscerali, mentre il secondo caso solleva
l'ipotesi dell'innalzamento della soglia di disgostel soggetto sperimentale: infatti, lo stesso cib
rifiutato o espulso durante la stimolazione, & wigsa ingerito sia prima che dopo la stimolazione.

Come nel caso delle risposte comunicative, dun@uBTS-ICMS sembra influire sulla soglia
delle risposte emotive, e quindi facilitando la rfestazione di un certo comportamento emotivo

(in questo caso del disgusto, nell’altro caso dadthomissione).

5.2.3. Risposte Miscellanee

Le regioni perisilviane ventrali sono state stameamte considerate aree associative o
implicate in codifiche sensoriali. Ne consegue nba tutte le risposte evocate da ICMS possano
risultare in un comportamento osservabile chiardenerterpretabile. La ragione dell'inserimento
delle risposte miscellanee nella mappatura é peatainente quello di descrivere alcune risposte
sistematiche e regolari, sebbene in diversi casrublo funzionale delle stesse non sia

decodificabile.
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Le risposte stereotipate di fastidio sono moltcarhi ma non e altrettanto chiaro il tipo di
fastidio provocato dalla stimolazione. Gli studistimolazione nell’'uomo riportano I'evocazione di
sensazioni nocicettive o termocettive nella poreigrosteriore dorsale dell'insula, sebbene la
grande parte delle risposte di fastidio evocate nodtro caso siano concentrate nella regione
centrale dell’insula ventrale. Conseguentementa, éghiaro se si possa ragionevolmente pensare
ad un nesso tra le due. E probabile tuttavia cheéspeoste di fastidio abbiano diversa origine a
seconda della posizione anteroposteriore in cuio sstate evocate. Le risposte evocate da
stimolazioni piu anteriori, infatti, potrebbero ess correlate a risposte viscerali evocate nedissst
regione (es. dolore addominale), mentre le rispprigosteriori, evocate in una regione ventrale a
risposte motorie e sensoriali di mano, potrebbemispondere a parestesie dolorose degli arti 0
della mano.

Le risposte stereotipate di fastidio sono accomaiegda un andamento elettrocardiografico
bifasico, ovvero I'analisi della variazione dell@duenza cardiaca durante e immediatamente dopo
la ICMS mostra una rapida caduta della frequenglacemente recuperata e seguita da tachicardia.
Questo indica che le risposte di fastidio sono anqagnate da una duplice attivazione dei sistemi
simpatico-parasimpatico. In letteratura € testiratanil’esistenza di una duplice attivazione
simpatico-parasimpatico come tipologia di rispagauina. E stato sostenuto (Paton et al., 2005)
che in concomitanza con una varieta di rispostmpartamentali e non (diving response, risposta
del riflesso chemocettoriale periferico, riflessoulmcardiaco, risposta difensiva a modulazione
centrale, nocicezione somatica), il SNA risponde noa duplice attivazione, mentre l'ipotesi del
funzionamento per attivazione reciproca (eccitazi@mpatica & inibizione parasimpatica, o
viceversa) e fondamentalmente erronea in quantebital estensione di un fenomeno osservato a
livello del riflesso barocettoriale, ad altri domidi attivita del SNA. In linea generale, la
concomitante attivazione dei due sistemi sembracpéarmente tipica di riflessi di tipo protettivo
(riflessi nocicettivi, di orientamento, difensietc) ma non di riflessi regolatori o omeostaticidiE
particolare interesse per i nostri fini il fattoecliipotesi di una duplice attivazione simpatica-
parasimpatica durante nocicezione somatica sia stltevata in letteratura, sebbene ad oggi il
fenomeno resti poco chiaro. Nel ratto la risposizhicardica € concomitante con un simultaneo
aumento nella scarica del nervo cardiaco inferiordel vago; la somministrazione di atropina
attenua la tachicardia, la quale viene definitivatedloccata con la somministrazione di atenololo,
farmaco beta bloccante con selettivita per i recelteta 1 cardiaci (Paton et al., 2005). In merito
all’analisi qui presentata, dunque, la convergetnaail comportamento bifasico e una risposta

comportamentale di origine nocicettivo convergorese l'ipotesi in letteratura.
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Gli spostamenti assiali verso 'emicampo contralte evocati da stimolazioni dell’opercolo
temporale, accompagnati dallo spostamento dell@ardgunella stessa direzione, non sono di
origine motoria. E interessante notare che la séimone della porzione pit esterna dell’opercolo
temporale e stata descritta in passato (gia nagli ionieristici di Ferrier alla fine del XIXsec)
avente come conseguenza una torsione di occhietielin direzione controlaterale; questo effetto
potrebbe potenzialmente rappresentare un movinsrteotipato di origine attenzionale, vista la
natura non motoria della regione. Poiché la toesiatel collo rappresenta un movimento
impossibile per il soggetto sperimentale, il qua&evincolato per quello che riguarda ogni
movimento della testa, & possibile che lo spostémassiale sia una conseguenza di tale tentativo

mancato.

5.3. Variazione della frequenza cardiaca istantaneael dominio del tempo

L’analisi nel dominio del tempo € un’analisi chedaga le variazioni della frequenza
istantanea di un qualsivoglia tracciato, calcolateermini di distanza temporale tra un evenéal il
precedentd-1. Questa analisi permette la rappresentazionendoa dei segnali allineando su un
asse temporale la frequenza istantanea di un @&taccion un evento esterno, consentendo di
visualizzare il decorso temporale delle variazimtantanee. Applicata alla nostra registrazione
elettrocardiografica permette di stabilire 'andameetemporale della frequenza cardiaca istantanea
lungo l'asse del tempo, e quindi in ultima analishde possibile la visualizzazione di una
variazione della frequenza istantanea durante eemimtamente a seguito della stimolazione,
permettendo di verificare quale contributo da lemstazione del sito alla modulazione del SNA.
Tale contributo puo essere espresso in termini atielarazione della frequenza istantanea
(tachicardia), di rallentamento della frequenzantinea (bradicardia), o di andamento bifasico

(bradicardia seguita da tachicardia).

5.3.1. Profilo delle risposte ECG

Il rapido recupero registrato con le risposte hradliche, o addirittura I'inversione di
tendenza rispetto alla baseline delle rispostesiuifiee, sono ampiamente convergenti con quanto é
noto sull’attivazione del sistema parasimpatico.dgimo motivo a favore del rapido effetto della
stimolazione vagale, rispetto a quella simpaticéegato alla natura delle fibre sulle quali corre
l'informazione che dal SNC raggiunge il cuore. Libré pregangliari del SNA (simpatico e
parasimpatico) sono mieliniche, mentre le fibretgasgliari del SNA (simpatico e parasimpatico)

sono amieliniche. Le fibre amieliniche trasmettdiformazione con maggiore lentezza. Una
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differenza tra il sistema simpatico ed il sisteragagimpatico sta nel fatto che i gangli del sinquati
sono posti lontano dagli organi bersaglio, mentoewersa i gangli del parasimpatico sono vicini
agli organi bersaglio. Ne consegue che nel sistparasimpatico, I'informazione che dal SNC
raggiunge il cuore € maggiormente a carico di fiboreliniche, e quindi piu rapida, mentre
viceversa nel sistema simpatico I'informazione eygiarmente distribuita su fibre mieliniche e
amieliniche, aumentando dunque il tempo di trasiomgsdel segnale dal SNC al cuore. Ma gli
effetti della stimolazione vagale compaiono e scaimmo molto rapidamente rispetto alla lenta
comparsa e scomparsa della stimolazione simpaticheaa causa delle proprieta chimiche
dell'innervazione nervosa del cuore. L’ACh impiegatome neurotrasmettitore dal sistema
parasimpatico attiva nelle cellule cardiache caKaliche non richiedono I'impiego di secondi
messaggeri, consentendo dunque un rapido effelitattieazione vagale. Inoltre, i nodi SA e AV
sono ricchi di colinesterasi, I'enzima che scindACh; conseguentemente, I'ACh viene
rapidamente idrolizzata e quindi I'effetto dellig#tizione vagale decade rapidamente. Al contrario,
il tardo effetto della risposta tachicardica ha dagioni: la noradrenalina viene liberata dai
terminali assonici con velocita molto basse e fjgtg della noradrenalina dipendono da secondi
messaggeri. Anche il recupero della stimolazionapstica € piu lento, poiché parte della
noradrenalina liberata dalle fibre simpatiche vieicaptata dai terminali assonici, generando uno
smaltimento dell’effetto piu lento rispetto a qoeliagale. Nell'immagine in fig.27, tratta da Warner
& Cox 1962, viene mostrata la diversa tempisticaftetto e smaltimento dei sistemi simpatico e
parasimpatico durante la stimolazione elettricayesa a livello periferico sul cane in condizioni d

anestesia.
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5.3.2. Distribuzione delle variazioni della frequena istantanea lungo I'asse anteroposteriore
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L’analisi della variazione della frequenza istaet@an condotta lungo la posizione
anteroposteriore dei siti stimolati mostra una &4 alla bradicardia come effetto prevalente della
regione perisilviana anteriore, un livellamentoofialla sospensione degli effetti nella regione
centrale, ed infine una tendenza alla tachicardiaerisposta bifasica come effetti prevalentialel
regione perisilviana posteriore. Abbiamo descrifopra come questo tipo di effetto sia
sostanzialmente convergente con le risposte comperitali rintracciate negli stessi siti, ovvero
risposte comportamentali a carattere viscerale amirtanti con attivazioni vagali, e risposte
comportamentali a carattere nocicettivo (o di thstiin generale) in concomitanza con risposte
bifasiche. Le risposte tachicardiche sono per locpincomitanti con i tremori degli arti superiodi e
inferiori evocati dalla regione perisilviana postee dorsale. La distribuzione lungo l'asse
anteroposteriore delle variazioni della frequenaadiaca convergono tuttavia non solo con le
risposte comportamentali, bensi anche con quamiot@ circa le connessioni afferenti dal SNA.
L’insula anteriore, infatti, ha forti connessiororcil talamo VPMpc, il quale riceve informazioni
viscerali dal NTS. Il NTS riceve a sua volta affeze parasimpatiche provenienti dai nervi cranici
relative a gusto e olfatto, e partecipa inoltrea alegolazione di diversi riflessi autonomici
(Par.2.4.1). Viceversa, l'insula posteriore mosifierenze talamiche preferenziali con il VPI, il
guale riceve a sua volta afferenze simpatiche tlirasomeostatica quali temperatura, nocicezione,
attivita ormonale ed immunologica, dalla Laminael chidollo spinale (Par.2.4.1). Lo studio qui
presentato dimostra dunque l'esistenza di una cgewea tra I'analisi funzionale della risposta
ECG a segquito di ICMS e i risultati di studi odadlmgelativi alle connessioni con le afferenze
centrali del SNA.

5.3.3. Lateralizzazione nella modulazione della fopienza cardiaca istantanea

Il problema di una possibile lateralizzazione dmiteollo del SNA nella regione perisilviana,
e nell'insula in particolare, e stato sollevatdatieratura da Oppenheimer e collaboratori nel 1992
in un lavoro di ICMS dell'insula di pazienti epiliei prima di un intervento di lobectomia
temporale. L'ipotesi della lateralizzazione ha prdsie forme: da un punto di vista, é stata solleva
la possibilita di una lateralizzazione dstgnodella risposta del SNA (cioe bradicardia VS
tachicardia), mentre da un altro punto di vistdatassolleva la possibilita di una lateralizzazione
dell'intensitadella risposta del SNA. Per quanto riguarda lengripotesi, della lateralizzazione del
segno, il sospetto che sorge dal lavoro del 199Rarda la possibilita che la stimolazione
dell'insula sinistra abbia effetti di matrice pamapatica (bradicardia) mentre la stimolazione

dell'insula destra abbia effetti di matrice simpatitachicardia). Al contrario, la seconda ipotesi,
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della lateralizzazione dell'intensita della rispgsiguarda il sospetto che la stimolazione dedlia
sinistra abbia effetti mediamente piu attenuaieito alla stimolazione dell'insula destra.

Nonostante I'ovvio valore clinico della questiongvdto alle misure cautelari necessarie nella
pratica neurochirurgica e neurologica, nonchéptési di una relazione tra stroke insulare e morte
cardiaca a tre mesi, l'ipotesi sollevata da Oppenée e collaboratori pitu di quindici anni fa e
rimasta senza risposta in quanto ad oggi non state portate definitive conferme o smentite di
una qualsivoglia lateralizzazione della modulazial®e® SNA nell’insula. Nel presente studio si
dimostra che I'ICMS dell'Insula di Reil e in genkralelle regioni perisilviane anteriori, ovvero
delle regioni la cui stimolazione evoca variazionaggiori, porta ad aumenti e diminuzioni
significative della frequenza cardiaca istantameanitrambi gli emisferi. L'ipotesi di una specifeci
dell’emisfero sinistro per le risposte vagali, ¢ destro per le risposte simpatiche, € smentiteadal
significativa presenza di entrambe le rispostenimaenbi gli emisferi. Conseguentemente, lo studio
smentisce I'esistenza di una lateralizzazione elghs della risposta. L’ipotesi della lateralizzawo
del segno, e conseguentemente di una modulaziomgasca dell’emisfero destro, non sarebbe
d’altra parte congruente con il dato gia noto ittel@tura per cui le regioni perisilviane anteriori
sono implicate in una processazione delle rispgsistative e olfattive; essendo tali risposte
vincolate al sistema parasimpatico, ne conseguralnia tra due implausibili conseguenze: o
I'emisfero destro dovrebbe essere connesso funem@mte a risposte diverse da quelle gustative e
olfattive, o I'evocazione di risposte gustative edfattive dopo ICMS dovrebbe essere
accompagnata da attivazioni simpatiche anziché teagdhe. Appunto, entrambe le eventualita
sono altamente improbabili. Viceversa il preserigdie mostra un effetto significativamente
maggiore delle conseguenze ECG a seguito di ICMBehesfero destro rispetto a ICMS
dell’emisfero sinistro. Si conferma quindi la sedaripotesi di lateralizzazione, ovvero la presenza
di una lateralizzazione dell'intensita dell’'effettbe complicazioni elettrocardiografiche riportate
dalla clinica neurologica generalmente prevedonaseguenze cardiovascolari piu critiche a
seguito di stroke dell’insula destra; tali consegqgecardiovascolari sono generalmente associate ad
una iperattivita del sistema simpatico (Christenseml., 2005). Quanto dimostrato nel presente
studio solleva un’ipotesi interpretativa alternativovvero che le conseguenze cardiovascolari da
iperattivita del sistema simpatico possano consegsiroke dell’insula destra cosi come stroke
dell'insula sinistra, ma che nel primo caso I'inda dell’effetto sia tale da condurre con maggiore
probabilita a disfunzioni piu gravi; il che sigmiéi dunque che a parita di danno cerebrale le liesion
dell'insula destra sono maggiormente candidatelayyEvi conseguenze cardiovascolari.
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6. APPENDICE: L'ICMS COME METODO D’INDAGINE

It is presumably this recruitment of physiologicéicuits
that allows stimulation to roughly mimic the furmctiof the

directly stimulated tissue.

Graziano M., 2006

6.1. Breve storia della stimolazione elettrica

La stimolazione elettrica della corteccia cerebéaiso dei metodi neurofisiologici piu antichi
impiegati nello studio degli aspetti funzionali @elrvello. Mentre infatti la registrazione dei g
neuroni su animali svegli e liberi di muoversi \eantrodotta solo negli anni '60 del secolo passato
tutte le grandi scoperte fatte dalla neurofisicdogel secolo precedente (I'eccitabilita del cenvell
controllo controlaterale, la localizzazione dellamZione motoria, le mappe corticali) sono state
ottenute per mezzo della stimolazione elettrica.pfimo passo verso la nascita di questa
metodologia € tuttavia piu antico. Sul finire deVIX secolo Luigi Galvani scopre che, accanto
all’elettricita naturale, ad esempio dei fulminiakéelettricita artificiale riproducibile in labaitorio,
esiste un terzo tipo di elettricita: I'elettricitanimale. Lavorando alla dissezione di rane in
prossimita di macchine elettrostatiche, un asdistdnGalvani tocco accidentalmente con un bisturi
elettricamente carico il nervo sciatico, che fecattare la zampa come se fosse viva, e a partire da
guesta osservazione ha inizio lo studio delle retazra elettricita e vita animale. Nel periodo
compreso tra il 1830 ed il 1850, in Germania, amnitrvitalismo” imperante, alcuni studenti di
Johannes Miiller sviluppano i concetti alla base ldebro di Galvani studiando le proprieta
elettriche del segnale nervoso. Nel 1850 Hermamm Kelmholtz misura per la prima volta la
velocita di conduzione del potenziale d’azione iigervo.

L’atto di nascita della stimolazione elettrica dmrvello risale invece al 1870, anno di
pubblicazione dello studio di Fritsch e Hitzi@# the Electrical Excitability of the Cerebrtim
dove per la prima volta vengono eseguite stimotazsnlla superficie corticale del cervello del
cane con corrente galvanica, ottenendo rispost@riaotiegli arti controlaterali a seguito della
stimolazione delle regioni frontali. Per mezzo delBtimolazione elettrica, Hitzig e Fritsch
sconfessano quantomeno tre pilastri della psicalafjora in voga: il cervello & eccitabile, non e
implicato esclusivamente in alti processi cognjtiva un controllo controlaterale. Inoltre, il fatto
che sia solo a seguito di una specifica porziorka d@erteccia che si possono evocare movimenti,
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risolleva l'antica sfida frenologica (riveduta erta) della localizzazione delle funzioni nel
cervello. Pochi anni dopo, il neurologo scozzeseid&errier (1875a,1875b, 1886) prosegue e
sviluppa il lavoro di Fritsch e Hitzig applicanderfezionamenti metodologici quali I'abbandono
della corrente galvanica in favore della correreadica. Il passaggio dalla prima alla seconda é
legato all’intuizione del neurofisiologo che ol@a#'intensita, anche la durata della stimolazione e
importante per produrre l'effetto specifico dellegione. Infatti, sostiene Ferrier, lo shock della
corrente galvanica applicata al cervello generamprovvisa contrazione in un certo gruppo di
muscoli, ma non riesce a generare una contrazioogdinata e finalizzata dei gruppi muscolari,
che corrisponde a cio che invece si vuole realmemteare nello studio. Qualora si stimolasse
invece per un lasso di tempo prolungato, invecett@inere un movimento coordinato, la corrente
galvanica provocherebbe piuttosto una decomposazédettrolitica della materia cerebrale. Tutto
cio non avviene con I'impiego di correnti faradidiMorabito 1996). Utilizzando correnti faradiche,
Ferrier riesce quindi a stimolare per piu lunghiipadi di tempo, producendo per primo movimenti
finalizzati come risposte coordinate di mano e boé@rrier € I'autore delle prime mappe corticali,
che vengono individuate in diverse specie anintithostrando cosi una continuita funzionale tra
I'organizzazione corticale dello sciacallo, deltgatel coniglio, del porcellino d’'India, del topo,
del piccione, della rana, del pesce e, infine, acaco. In tutte queste specie esiste una
rappresentazione corporea comune — la bocca eesgppata nelle porzioni ventrali, gli arti
superiori e inferiori sono rappresentati nelle pmizdorsali e mesiali — sebbene 'estensione delle
stesse sia variabile di specie in specie; secomdieF, tale variabilita inter-specie dell’estemsso
delle rappresentazioni degli effettori corporei eél@ipendere dal grado di impiego dell’effettore in
condizioni ecologiche. Con gli studi di Ferrierpgirla generalmente di “frenologia scientifica™: il
programma del medico tedesco Franz Joseph Gatlafore della frenologia, pud essere in effetti
ripreso e riveduto pur mantenendo l'idea di unaaliazazione delle facoltd mentali. La
stimolazione elettrica offre quindi in questo casma solida base di incoraggiamento per la
rivalutazione di un fondamentale paradigma scimatif

Negli anni '50 del XX la stimolazione elettrica pestte di raffinare la conoscenza
dell'organizzazione del sistema motorio offrendea t'altro, le prove di un’organizzazione
somatotopica del cervello delluomo Hibmunculus di Penfield, 1957) e del macaco (lo
Simiunculusdi Woolsey, 1958). Gli studi di elettrostimolazersulluomo, oggi come ieri,
riguardano rari casi di neurochirurgia su paziespilettici farmaco-resistenti 0 su pazienti
oncologici, e sono dovuti allimpiego clinico dellaetodica elettrofisiologica come guida per il
neurochirurgo che deve rimuovere circoscritte neigicerebrali. Sebbene tali studi manchino

ovviamente della sistematicita degli studi condstti modelli animali, hanno tuttavia un duplice
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valore. Il primo é quello di offrire un’occasione donvalida del modello animale, essendo
guest’ultimo non fine a se stesso, ma sempre dikattso la comprensione del cervello umano. Il
secondo €& quello di offrire una finestra interpiieéa sulla funzione dei siti corticali la cui
stimolazione non produce effetti comportamentatirapzabili sui modelli animali. La stimolazione
elettrica della corteccia visiva evoca la percezidnluci e di fosfeni, mentre la stimolazione dell
corteccia uditiva primaria evoca la sensazioneivaidi toni semplici. Altre regioni, la cui
stimolazione non produce effetto sui modelli animavocano sentimenti complessi, ricordi,
urgenze fisiche (“la necessita di muovere un art@’stimolazione di alcuni siti del lobo temporale
produce “flash-back” (come nei casi classici désata Penfield), mentre la stimolazione di alcuni
siti del sistema limbico evoca sensazioni dolonéc di malessere, di ansia, o viceversa di
rilassatezza, di piacere e di inibizione del daldw@e stimolazione delle aree del linguaggio produce
deficit verbali specifici, mancanza di parole, ateedel parlato (Yoemans, 1990). E ovvio che tali
risultati non sarebbero stati ottenuti facendodafinento sul modello animale.

Tra gli anni '20 e gli anni '30 Rudolf Hess sviluppun metodo che consente di fissare i
microelettrodi di stimolazione al cranio di un aalem mediante I'impiego di viti autofilettanti e
cemento da odontoiatra (Hess, 1957). Questo meieduoette dunque di impiantare microelettrodi
da stimolazione in regioni profonde del cervelldiestimolare cronicamente per lunghi periodi di
tempo, dimostrando cosi il ruolo di strutture qulatliencefalo ed il mesencefalo nella regolazione
delle risposte autonomiche. Il discendente odiefntale metodologia & la stimolazione corticale
profonda (DBS, ovvero appunto “deep brain stimal@ impiegata nelluomo per alleviare
disturbi neurologici e, piu recentemente, distyp$ichiatrici non trattabili farmacologicamente. La
DBS e una pratica sperimentata verso la fine degii ‘70 e sviluppatasi negli ultimi dieci anni a
seguito dei progressi fatti dalla neurochirurgiallel conoscenze sull'organizzazione del sistema
motorio e sulle basi neurobiologiche di disturbiurdogici quali il Parkinson. Con questa tecnica, e
possibile impiantare cronicamente in alcune stratttesponsabili dei disturbi neurologici (nel
Parkinson tipicamente il nucleo subtalamico, il megto interno del globo pallido, il nucleo
peduncolopontino) microelettrodi stimolanti dotdti quattro contatti diretti da un generatore di
impulsi programmabile, posto sotto la clavicola eoom pacemaker cardiaco. Il generatore di
impulsi stimola le strutture bersaglio con frequesnampiezze e durate specifiche, ed é del tutto
reversibile. Sebbene il piu tipico caso di DBSiradtoggi il trattamento dei tremori parkinsoniani,
la DBS é attualmente studiata per essere impiegathri casi di disturbi motori (diverse forme di
distonia) e in disturbi neuropsichiatrici (disturbssessivo-compulsivi, sindrome di Tourette,
depressione farmaco-resistente). (DeLang & Wichma@s).
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6.2. ICMS a treni brevi (ST-ICMS) e a scala compodmentale (BTS-ICMS)

E noto che lipotesi per cui la microstimolaziongracorticale possa attivare in maniera
selettiva un singolo gruppo muscolare & un’ipogesta; I'accoppiamento di registrazione EMG e
ICMS ha dimostrato che anche stimolando a sogliatdnsita in vari siti del sistema motorio, la
risposta motoria evocabile non giunge mai a coigena un solo gruppo muscolare. L'effetto della
stimolazione viene infatti rielaborato in diversntri di ritrasmissione interposti tra il sito di
stimolazione e l'uscita dalle radici ventrali delidollo spinale: le connessioni orizzontali in
corteccia, la biforcazione dell’informazione a lieedel tratto spinale e la microcircuiteria locale
interna allo stesso, coordinano infatti il pattdrttivazione nelle popolazioni di cellule delbalici
ventrali, che generano il movimento osservabile@n@are una corteccia, quand’anche si tratti di
una motoria primaria, non “assomiglia” a stimolaremuscolo. Ciononostante, stimolando a treni
molto brevi, e spostando I'elettrodo stimolantepdche centinaia di micrometri da un sito ad un
altro, € possibile passare dal reclutamento di ffiettere ad un altro; ad esempio, spostando
I'elettrodo lungo I'asse medio-laterale in motopemaria € possibile passare da un twitch del
pollice ad un twitch della bocca. Per questa ragianST-ICMS, tipicamente della durata di 50ms,
e generalmente impiegata negli esperimenti di mappaorticale. Questo tipo di stimolazione e
particolarmente efficace nello studio delle areeaarie poiché permette di studiare I'organizzazione
somatotopica delle stesse mediante l'osservazion@eyi twitch dei vari effettori corporei, e
quindi in ultima analisi permette di individuarepgeesenza di rappresentazioni corticali del corpo.
La ST-ICMS viene normalmente eseguita con una tiiaeeemporale di 50-150ms, adottando
frequenze di stimolazione intorno ai 300Hz e init@ngiuttosto basse, generalmente non superiori
ai 6QUA; le stimolazioni sono monofasiche, catodicheli éngpulsi hanno una durata di 0,2ms. Tali
parametri permettono di stimolare la corteccia @@ microelettrodi in tugsteno ad impedenza
medio alta, e quindi in ultima analisi permettonaedjistrare singoli neuroni e di stimolare nella
medesima sessione sperimentale. Non permettonadnde allungare al durata del tempo di
stimolazione, ne’ di aumentarne l'intensita, pertimocautelari: come si dira, infatti, I'alta
frequenza di stimolazione eseguita con onde mombiasha lo svantaggio di surriscaldare
I'elettrodo; conseguentemente, un’intensita maggiorun treno di stimolazione maggiore, possono
risolversi in una lesione elettrolitica della cad@ a causa della temperatura dell’elettrodo. Nel
presente studio la ST-ICMS (a partire da 50mspatasipiegata al fine di individuare la presenza
di una rappresentazione corporea somatotopica regieni perisilviane in quanto I'eventualita di

una tale rappresentazione corporea e stata s@lavaassato ma mai dimostrata definitivamente.
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Modificando i parametri relativi ad intensita e duenza di stimolazione, € possibile
aumentare di molto il tempo complessivo di stimmae. Generalmente una stimolazione a treni
lunghi risponde a domande diverse da quelle alkdi qisponde una stimolazione a treni brevi.
Infatti, mentre la stimolazione a treni brevi etatéargamente impiegata nelle mappature della
corteccia motoria, la stimolazione a treni lunghistata invece impiegata al fine di studiare
comportamenti o modulazioni complesse e articola¢ tempo. La stimolazione di centri
sottocorticali quali I'ipotalamo, ad esempio, irdhza comportamenti complessi quali la ricerca di
cibo, acqua e sesso, e modifica disposizioni cotapwntali quali 'aggressivita (Caggiula &
Hoebel 1966, Hoebel 1969). Allungare la durata desgiva della stimolazione e un procedimento
necessario in questi casi in quanto la cessaziel@ stimolazione ha come conseguenza l'arresto
del comportamento evocato. Graziano (2006) recemsisa serie di studi ottenuti con I'impiego di
treni lunghi, in cui & stato possibile studiare mmenti coordinati di occhio e mano a 500ms dal
collicolo superiore e dalla SMA (Chen & Walton, Z0Greedman et al., 1996; Martinez-Trujillo et
al., 2003), movimenti di accompagnamento degli bachO00ms dal solco arcuato (Gottlieb et al.,
1993), l'alterazione di giudizi percettivi a 1000hslla corteccia visiva e somatosensoriale (Romo
et al., 1998; Salzman et al., 1990). Lo stessoi@mnazha rilanciato il metodo di stimolazione a tren
lunghi (500ms) in una serie di studi condotti salfee motorie (Cooke & Graziano 2004, Graziano
et al., 2002, 2004, 2005), offrendone al contempinteressante giustificazione epistemologica.
Secondo Graziano l'impiego di un treno di stimadaa di 500ms nella corteccia motoria é
giustificato dal fatto che i neuroni della cortecenotoria rispondono durante I'esecuzione di un
intero movimento finalizzato, la cui durata si dégma generalmente nellarco di 500ms.
Conseguentemente, mantenendo la stimolazione [gefinastra temporale € possibile stimolare
impiegando una scala temporale comportamentale ) BT#erando in questo modo I'atto motorio
finalizzato che e controllato dal sito. Le BTS-ICM® motoria evocano in effetti movimenti
complessi e apparentemente dotati di un valoreogam preciso: raggiungimento nello spazio
indipendentemente dalla posizione iniziale del @igcmanipolazione nello spazio centrale del
corpo, movimenti di arrampicamento, movimenti dgien movimenti di accompagnamento di cibo
alla bocca (pur in assenza di cibo in mano). Stxiohi a scala comportamentale nel lobo parietale
hanno evocato analoghe risposte (Stepniewska, 208I5).

Nella misura in cui la BTS-ICMS e in grado di libe un comportamento complesso, o di
influenzare in maniera controllata il comportamemtel soggetto, I'impiego di tale tecnica
nell'lnsula di Reil e nelle regioni perisilviane dcimmie sveglie e libere di muoversi, offre la
possibilita di studiare per la prima volta le risfofunzionali conseguenti I'attivazione artifigali

gueste aree. Infatti nel passato la stimolazioratrigla € stata eseguita in queste regioni
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esclusivamente in condizioni di anestesia genayadetreni di stimolazione brevi, ragion per cui
nulla & noto circa gli effetti comportamentali di@lo reclutamento. In particolare, gli studi passat
possono essere ritenuti validi qualora il fine &esclusivamente quello di sondare la pura risposta
del SNA (pressione sanguigna, respirazione, d@tiwétrdiaca), o viceversa qualora ci si aspettasse
risposte puramente motorie (in tal caso, infatti,aito motorio — in caso di BTS-ICMS — o un
twitch — in caso di ST-ICMS - indotto dalla stimmlane non sarebbe stato influenzato
particolarmente dallo stato di veglia dell’animal€pme dimostrato in questo studio, tuttavia, la
BTS-ICMS condotta su una regione non strettamentéoma della corteccia si mostra invece
altrettanto, se non addirittura maggiormente irsgaate di una stimolazione BTS in aree motorie, e
offre 'opportunita di studiare il ruolo funzionatiella regione all'interno di paradigmi altamente
naturalistici, quali il portare il cibo alla bocdamasticare, o I'osservare l'individuo posto dofite

al soggetto sperimentale.

6.3. Il metodo

6.3.1. Impulsi

Le cellule cerebrali a riposo hanno una caricari@enegativa rispetto alla carica presente
nello spazio extracellulare, che raggiunge un poéde a riposo compreso tra i - 40mV e i - 90mV.
La stimolazione elettrica eccita le cellule ridudenil potenziale a riposo e depolarizzando la
cellula, generando quindi un potenziale d’aziong avviene quando uno stimolo negativo
(catodico) viene rilasciato nel liquido extracedltd, o viceversa quando uno stimolo positivo
(anodico) viene rilasciato all’interno della ceflul canali responsabili dell’eccitazione sononaa
Na+ voltaggio dipendenti, che si aprono a segugitadcstimolazione elettrica. Gli assoni amielinici
contengono circa 100 canali Na+ voltaggio dipendpet um?2 di membrana. Questi canali sono
uniformemente densi lungo tutta la lunghezza deirax@ amielinici, ma sono particolarmente
concentrati nel segmento iniziale (400 canalium?). | neuroni mielinici mostrano una alta
concentrazione di canali Na+ nei nodi di Ranvien ana densita pari a 2000/12000 canalin?,
mentre i canali Na+ tra i nodi sono scarsi. | caha+ presenti sul corpo cellulare hanno una
densita pari a 60 canalum? (Hille, 1981). Conseguentemente, si stima chredgéoone di maggiore
eccitabilita dei neuroni corticali sia il segmeimziale o il nodo di Ranvier (Catterall 1981; Ndwa
& Bullier 1998a,b; Waxman and Quick 1978). Per dgioni sopra esposte, 'ICMS su animali
svegli (condotte con stimolazione nel liquido egéidulare) viene praticata con la cessione di onde
guadre monofasiche con corrente negativa (o canokdzioni bifasiche, come nell’esperimento

presentato). E possibile ottenere tuttavia risustpprezzabili anche con I'eccitazione monofasica
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anodica, cioé con correnti positive. Durante uni@natzione anodica la corrente positiva
concentrata intorno all’elettrodo induce la gerdigpotenziali d’azione a partire dal/i successivoli
nodo/i di Ranvier; in questo caso si parla infditinext nodestimulation (Yoemans, 1990). La
stimolazione catodica e comunque preferita non gao la maggiore efficacia, ma anche per
ragioni di sicurezza, poiché la stimolazione anadpuo danneggiare il tessuto a causa della
emissione di ioni metallici dall’elettrodo (Yoeman$990). La durata di un singolo pulse é
variabile, ma la maggior parte degli studi, comprésnostro, utilizza impulsi di 0,2ms (ad
eccezione degli studi di stimolazione a coppiendpulsi, dove I'impulso € generalmente di un
decimo di millisecondo). Gli impulsi di breve duxattome appunto gli impulsi a 0,2ms, hanno
diversi vantaggi rispetto a impulsi di lunga durate impulso minore del periodo refrattario
assoluto non puo stimolare un assone piu di uni@.vblpunto di eccitazione e piu definito ed il
rischio di danneggiamento del tessuto € minoran@ti maggiori di 0,4ms dovrebbero essere

comunque evitati per motivi cautelari.

6.3.2. Stimolatore

Sebbene molti studi del passato riportano i valorioltaggio della stimolazione, I'utilizzo di
stimolatori a corrente costante sono preferibili agmolatori a voltaggio costante. Sebbene la
membrana dei neuroni & eccitata da variazioni diaggio, negli elettrodi di stimolazione e la
corrente piuttosto che il voltaggio a determinaaenpiezza del cambio di voltaggio attraverso la
membrana. Questo perché gli stimolatori a voltaggstante mantengono il voltaggio (V) costante
tra gli elettrodi, quindi la corrente di stimolaa®() varia con la resistenza (R), stando alla legge di
Ohm V =1 R. La resistenza del tessuto cerebrale puo tuttzaniare a seconda di variabili quali
crescita gliale, edema, sanguinamento, infezionilizzando stimolatori a corrente costante, la
forma dell'impulso di corrente resta costante exdta che I'impulso vari con la resistenza del

tessuto.

6.3.3. Polarizzazione

Un metodo per prevenire la polarizzazione dellteteto € quello di inserire una stimolazione
anodica immediatamente dopo una stimolazione aapdrovvista delle stesse caratteristiche
(stimolazione bifasica). Questa procedura ha laziame di impedire [lidrolisi ed |l
surriscaldamento del microelettrodo, fenomeni cbsspno portare ad un danneggiamento del
tessuto cerebrale. Esistono fondamentalmente duelesdi pensiero in merito all'impiego di
stimolazioni mono/bifasiche. La scuola che sostiehe una stimolazione catodica dovrebbe

sempre essere seguita da una stimolazione anodicaleuma di segno opposto (stimolazione
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bifasica) e la scuola dominante nel campo deltad#zione corticale sul’'uomo, un campo in cui
la sicurezza del paziente € l'istanza predominabtaitra scuola di pensiero sostiene che la
stimolazione anodica potrebbe comunque essereofms# (come abbiamo detto, principalmente a
causa della presenza di ioni metallici depositiigsaremita dell’elettrodo anodico) e inoltre chke
effetti inibitori della stimolazione anodica poseaaiterare gli effetti della stimolazione catodica,
ragion per cui nel modello animale, dove l'istaqmradominante € la precisione, € generalmente
preferibile 'impiego di stimolazioni monofasichatodiche. Sebbene caso di stimolazione a treni
brevi la scelta tra i due metodi sia sostanzialmentiscrezione degli sperimentatori, quando la
stimolazione viene mantenuta per lunghi periodietnpo — come nell’esperimento descritto in

questa Tesi di Dottorato — I'impiego di impulsi d8fci € sostanzialmente obbligato a causa
delllaumento del rischio di lesioni tissutali darsscaldamento dell’elettrodo.

6.3.4. Resistenza del tessuto

Quando la resistenza ad un flusso di corrente forameé in tutte le direzioni, il medium é
definito isotropico; in un medium isotropico, ilrnpo che definisce la resistenza al flusso di
corrente e sostanzialmente una sfera disegnatam#dia punta dell’elettrodo. Poiché la superficie
di una sfera e pari art®?, il flusso di corrente e quindi paril & 4nr2. Sebbene un medium isotropico
rappresenti una situazione ideale di stimolazida#iriga, in cui la corrente si diffonde in maniera
uniforme intorno all’elettrodo, il tessuto biologicon &€ sempre simile ad un medium isotropico: la
corrente attraversa facilmente il fluido cerebrogf®, la salina o il plasma; una qualsiasi membrana
aumenta invece la resistenza. Nel sangue, la @agstaumenta da 50 Ohm/cm a 3000hm/cm, a
seconda del numero di globuli rossi, con un valoredio di 1600hm/cm con un ematocrito
normale (40%). La resistenza maggiore in un tessiaiogico &€ data dal grasso, la cui resistenza e
comunque ampiamente variabile. Per quello che miguda vicino i nostri interessi, la sostanza
grigia ha una resistenza inferiore alla sostanaada dovuta all’alta concentrazione di citoplasma e
alla bassa concentrazione di mielina, la qualerabhente ha una resistenza maggiore del primo.
Sebbene come abbiamo detto il tessuto biologicoéamai esattamente isotropico, consegue da
guanto detto che nel tessuto corticale la direzdine flusso di corrente di stimolazione é faatkit
lungo i dendriti, piuttosto che attraverso i detigih quest’ultimo caso, infatti, aumenta il nuraer
di membrane, e quindi di resistenze, che la cogretdve attraversare. Questo dato favorisce
I'ipotesi, che come si dira a breve é oggi confédamzon metodi di neuroimmagini, che anche
durante stimolazioni ad alta intensita di correlataiffusione della stessa sia favorita lungo le
connessioni neuroanatomiche piuttosto che sparsarnmm al tessuto adiacente [elettrodo.

Conseguentemente, e ipotizzabile che una stimalaziotata di sufficiente intensita indotta per un
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tempo sufficiente possa reclutare un pattern neatoanico coinvolgente diverse aree
funzionalmente e anatomicamente connesse. Nellarsas grigia, inoltre, la distribuzione delle
membrane € arrangiata in maniera piuttosto casuvatgon per cui I'assunzione di isotropia €

approssimativamente vera quando non si stimolawiaiventricoli 0 a crossi vasi sanguigni.

6.3.5. Diffusione di corrente

Poiché nell'esperimento discusso in Tesi di Dottrsi € fatto uso di correnti molto alte
rilasciate per treni prolungati, € opportuno ch&ii problema della diffusione di corrente durante
stimolazione. In letteratura (Tehovnik 1996; Teh&vet al., 2006) si stabilisce che il raggio
dell'area stimolata sia calcolabile mediante lausege formula: r2 /K, dovel indica l'intensita di
stimolazione ingA e K definisce la costante di eccitabilita di urggione, ovvero lintensita di
corrente inA necessaria per stimolare a una distanza di 1niia planta dell’elettrodo. Il valore K
e inversamente proporzionale alla grandezza deionestimolati e al grado di mielinizzazione
della corteccia stimolata. Inoltre, come abbiamtiodgopra, I'eccitabilita di un sito dipende ineltr
dalle resistenze specifiche del tessuto biologmenibrane, mielinizzazione, presenza di ventricoli
e vasi). Conseguentemente, il valore K varia ampramda regione a regione.

Lo studio dell’eccitabilita di singole regioni pugssere stimato con diverse metodologie di
tipo comportamentale o impiegando fMRI. Nel primasa, le proprieta di diffusione e di
eccitabilita possono essere indagate impiegandoecametro il comportamento evocato dal
soggetto. | due gruppi principali che hanno coraddti studi si sono occupati tuttavia di aree
diverse da quelle di nostro interesse: l'area estiiata MT (Murasugi et al., 1993) e l'area stiat
V1 (Tehovnik et al., 2004, 2005). Il valore K pefTNdembra gravitare intorno ai 20Q0@/mm?,
mentre in V1 il valore K sembra gravitare intorn®@5 pA/mm2. Si valuta che gia il valore K in
motoria sia soggetto a variazioni che occupano fimestra K = 272 / 3460. La costante di
eccitabilita massima registrata per piccoli neumiticali amielinici € di 27000pa/mm?2 (Tehovnik
et al., 2006). Purtroppo non esistono studi congpoentali sul valore K delle regioni del solco
laterale; le differenze architettoniche delle regio questione e la presenza di solchi e vasigmart
con ogni probabilita ad una grande variabilita\ddore K.

Come e stato detto, l'altro metodo per valutarediffusione di corrente in corteccia e
mediante I'impiego di fMRI. Nel 2005 Tolias e cditatori hanno impiegato questo metodo per
studiare il segnale BOLD, con fMRI a 4,7 Teslalmstudio della diffusione di corrente a seguito
di ICMS in V1 sulla scimmia in anestesia. Il trediostimolazione € stato portato a 4s al fine di
ottimizzare l'acquisizione (e corrisponde al trdemporale necessario per evocare risposte visive

da V1, secondo quando descritto da Logothetis.etl@b9, 2001. Tuttavia, risposte apprezzabili
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sono state ottenute anche con treni di 200ms)stntlazione € stata eseguita con impulsi bifasici
di 0,2ms a 100Hz, con correnti da (1A a 180@A. Due sono stati i risultati dell’'esperimento. In
primo luogo si & osservato che la diffusione direote intorno all’elettrodo € maggiore di quello
che era previsto dai calcoli sulla diffusione pasgii corrente. ICMS dell’'opercolo di V1 evocano
un segnale BOLD diffuso per un raggio di 5,8mm. SQaeattivazione mostra una diffusione di
attivazione di una parte di sostanza grigia moliogmpia di quella prevista dai calcoli riportaéi d
Stoney e collaboratori (1968) e sopra descrittii pastanzialmente ad un incremento del raggio di
2,65mm. Questa maggiore diffusione intorno allteteto € spiegata dagli autori in termini di
diffusione effetto di connessioni orizzontali, eirgli in ultima analisi riconducibile ad una
diffusione fisiologica che rispetta i criteri delfannettivita neuroanatomica del tessuto stimol&to.
secondo dato, piu sorprendente ed in grado di stggpacon forza questa interpretazione, riguarda
la diffusione transinaptica di corrente verso leeavisive extrastriate. ICMS di V1 induce infatti
una risposta BOLD nelle aree V2, V3, V4 ed MT/ViSparmiando le regioni limitrofe e le regioni
interposte tra le aree citate. L’assenza di attbree tra regioni interposte ai siti reclutati davi§,

ad esempio tra V2/V3 e MT/V5, suggerisce un’attivag dovuta agli effetti transinaptici della
stimolazione. Inoltre, 'aumento di intensita diingblazione incrementa significativamente
I'attivazione del tessuto corticali di siti quali W5, mentre correnti contenute non mostrano
attivazioni al di fuori del sito di stimolazioneyggerendo che I'aumento di intensita conduce con
piu forza il segnale elettrico lungo le connessiogiroanatomiche del sito d’origine.

6.4. Osservazioni sui parametri adottati nel presde studio

Nello studio descritto nella presente Tesi di Di@tto si € fatto utilizzo di intensita e treni di
stimolazioni non standard, se confrontati con iapaetri di stimolazione tipicamente impiegati ad
esempio negli studi delle cortecce motorie. Cio $wllevato il dubbio che gli effetti
comportamentali osservati con BTS-ICMS potesseseresdovuti a diffusioni di corrente intorno al
sito di stimolazione. Confrontando la letteratudestifica sopra riportata, tuttavia, alcuni dati
suggeriscono che le cose non stanno cosi. In plilmgo, si € detto che nel tessuto corticale la
direzione di un flusso di corrente di stimolaziagndacilitata lungo i dendriti, e non attraverso i
dendriti, poiché in tal caso, aumentando le menmdbcatiulari da attraversare, aumenta la resistenza
complessiva al flusso di corrente. Questo dato euge che un aumento di intensita di
stimolazione si risolva prevalentemente in terndnidiffusione lungo i canali neuroanatomici
studiati dall'odologia. Lo studio di Tolias e cdilaratori (2005) conferma questa idea per mezzo di
una osservazione diretta dei segnali BOLD a segliit€MS ad alta intensita di stimolazione e
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aggiunge il dato di un passaggio di corrente treaico. Come abbiamo detto, infatti, questo
studio dimostra che l'aumento di intensita di sfem@ne si risolve prevalentemente in una
maggiore attivazione di siti non adiacenti al siticstimolazione, bensi connessi anatomicamente
come dimostrato dagli studi odologici. La nostraesgazione di forti variazioni comportamentali
nell'arco di 500um di profondita dimostrano ulten@nte che gli effetti comportamentali osservati
e descritti nel presente studio non possono eskengti ad una distribuzione anarchica di corrente
intorno all’elettrodo. Complessivamente, quindi,sludio della fisica della stimolazione, nonché
I'osservazione sperimentale per mezzo di fMRI ed&rvazione clinica della variazione degli effetti
comportamentali indotti da ICMS, convergono vetsuadrpretazione secondo la quale gli effetti da
BTS-ICMS descritti nel presente studio vadano rifmgti al reclutamento di specifici network
neuronali. Il neurofisiologo Michael Graziano hastemuto (2006) che e proprio la possibilita di
reclutare un circuito fisiologico per mezzo di stiazioni a parametri non standard, a darci la
possibilita di fare mimare al sito stimolato la suazione naturale. Concludendo, da un punto di
vista metodologico il presente studio puo essete me una dimostrazione dell’efficacia della
strategia di reclutamento di specifici network rgali durante la mappatura funzionale di una

regione non motoria mediante BTS-ICMS in condizieaiuralistiche.
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