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RESUMO

O pré-cuneo (PC, area de Brodmann 7m) é uma estrutura localizada na
porcdo poéstero-medial do cortex parietal, de maior volume comparado com o0s
primatas ndo humanos, ao qual sédo atribuidas fungdes sensorio-motoras, cognitivas
e visuais. Nao obstante, pouco se conhece sobre os tipos celulares presente no PC
humano, as diferencas entres os padrbes de ramificacdo dendritica e as
carateristicas de seus espinhos dendriticos. Desta forma, este estudo teve como
proposito revelar a presencga e estudar os neurénios de von Economo (VENS) da
lamina cortical V, assim como variantes dos VENs na lamina cortical VI, das regides
anteriores e intermediarias do PC humano, utilizando a técnica de Nissl e 0 método
adaptado de “sec¢édo unica” de Golgi para tecido cerebral postmortem (2 mulheres e 3
homens, entre 49 a 91 anos de idade, sem achados neurologicos relevantes),
analisados sob microscopia de luz. Foram observados VENs basicamente nas
laminas V, os quais foram classificados como VENs do tipo 1, que apresentam
pouca ramificacdo dendritica e espinhos esparsos, VENs do tipo 2, que apresentam
um aspecto intermediario e VENs do tipo 3, com uma maior arboriza¢do dendritica e
maior densidade de espinhos dendriticos. S8o descritos neurdnios com morfologia
celular similar aos VENs na lamina cortical VI do PC. Esses resultados aportam
evidencia inédita sobre a existéncia de VENs no PC humano. A distribuicdo de
espinhos dendriticos, cuja forma se associa com funcéo, sugere a ocorréncia de
sinapses com numero e impactos diferentes nos trés tipos de VENs. Em conjunto, 0s
dados tém implicacdes morfolégicas, por descobrir a presenca de tipo especifico de
neurénio no PC humano, e funcionais por sugerir a elaboracdo de processamento
sinaptico de cada segmento dendritico e seus espinhos, 0 que acresce a
especializacdo celular representada pelos VENSs e identificada no cérebro humano,

incluindo-se o0 PC neste momento.

Palavras-chave: Neocortex, espinhos dendriticos, método de Golgi, citoarquitetura

cortical.

VIl



ABSTRACT

The precuneus (PC, Brodmann area 7m) is located in the posteromedial
parietal cortex, higher volume than no human primates, whit sensorimotor, cognitive
and visual functions. However, few is known about the cells types in the human PC,
differences in the dendritic architecture or spine features of these cells. Here, our aim
was to reveal the presence and characterize of von Economo neurons (VENS) in
layer V, as well as VENs variants in layer VI in anterior and intermediate regions of
human PC, using both Nissl method and the adapted “single-section” Golgi method
for postmortem adult brain tissue (2 woman and 3 men, ranging 49-91 years-old,
normal neurological values) and light microscopy. VENs were observed in layers Il
and V, and classified in 3 types according to morphological features: Type 1 VENs
have few dendritic branches and sparse spine, type 2 VENs shows an intermediate
aspect, and type 3 VENs display a more profuse dendritic ramification and the
highest density of spines. Neurons with similar cell morphology to VENS in the layer
VI were described. These results provide unprecedented evidence on the VENS in
the human PC. The distribution of dendritic spines, whose shape and function are
associated, suggests the occurrence of synapses with different number and strength
in the three VENS types. In conjunct, these data have morphological implications,
due to the discovery of a specific type of neuron in the human PC, and functional
implications by suggesting the elaboration of the synaptic processing in each
dendritic segment and spines. This is the first report of the cellular specialization
represented by the VENs and identified in the human PC.

Key words: Human brain/cytology, dendritic spines, Golgi method, cortical

cytoarchitecture.
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1. INTRODUCAO

O pré-cuneo (PC) humano é uma estrutura localizada na regido posterior do
cortex parietal-medial, limitada anteriormente pelo ramo marginal do sulco cingulado,
posteriormente pela fissura parietooccipital e inferiormente pelo sulco subparietal
(Critchley, 1953; Cavanna e Trimble, 2006; Bruner et al., 2014).

Em 2009, Margulies e colaboradores identificaram que o PC humano exibe
trés padrbes de conexdes que sugerem uma divisdo anatdmica e funcional
anteroposterior, a saber: (i) uma zona anterior ao longo do ramo marginal do sulco
cingulado e que apresenta uma estreita correlacao funcional com regiées sensorio-
motoras; (ii) uma zona central cognitiva que exibe conexdes com a parte posterior do
lobo parietal inferior, com o giro angular e com o cortex pré-frontal dorsolateral; (iii)
uma zona posterior ao longo da fissura parietal-occipital, que apresenta conexdes
com o0 cortex pré-estriado do cuneo e a regido occipital dorsolateral. Essas
diferencas anteroposteriores no PC também sdo expressas por sua organizacao
citoarquitetbnica, tanto em humanos como em primatas ndo humanos (PNH;

Brodmann, 1909; von Economo et al., 2008; Scheperjans et al., 2008).

Empregando-se técnicas de imageamento cerebral funcional para estudo do
PC humano foi possivel determinar sua participacdo em tarefas que incluem a
localizacdo espacial visual (Selemon e Goldman-Rakic, 1988), de memoéria (Naghavi
e Nyberg, 2005) e consciéncia (Cavanna e Trimble, 2006). Ademais, o PC humano
tém sido associado com a patogénese de desordens psiquiatricas e neuroldgicas,
como estados iniciais de deméncia (Mak et al., 2017) e doenga de Alzheimer
(Ikonomovic et al., 2011), esquizofrenia (Gong et al., 2014), autismo (Cheng et al.,
2015), transtorno de estresse poés-traumatico (Akiki et al.,, 2018) e transtorno de

ansiedade social (Jung et al., 2018).

Para todos os dados anteriormente apresentados fazem-se necessarios
estudos mais detalhados sobre os neurbnios do PC humano, sua morfologia
detalhada e a presenga de espinhos dendriticos. Os espinhos dendriticos
incrementam a densidade de sinapses por volume de tecido (Bourne e Harris, 2008)
e estdo envolvidos principalmente em sinapses excitatorias (Rochefort e Konnerth,
2012; Yuste, 2013; Stewart et al., 2014; Tegnnesen et al., 2014; Hayashi-Takagi et

al., 2015). Tais apresentam ampla gama de formas, tamanho e func¢des: promovem

12



respostas sensiveis a voltagem acopladas ao dendrito adjacente, funcionam para
tamponar a quantidade de célcio intracelular, iniciam sequéncias bioquimicas
intracelulares que modulam o processamento da informacdo e sua integracdo em
redes neurais especificas (Shepherd, 1996; Desmond e Weinberg, 1998; Nusser et
al., 1998; Hering e Sheng, 2001; Dall'Oglio et al., 2015). A forma e as propriedades
plasticas dos espinhos dendriticos podem variar de acordo com as demandas
sinapticas e a capacidade integrativa dos neurbnios de areas encefalicas,
apresentando caracteristicas particulares intra- e interespecifica, algumas
especificas entre humanos e grandes primatas (Yuste, 2013; Dall’Oglio et al., 2015;
Junior, 2018).

Desta forma, a presente dissertacéo teve como propoésito revelar a presenca e
estudar os neurdnios de von Economo (VENS) da lamina cortical V, assim como
variantes dos VENs, na lamina cortical VI, do PC humano. Isso porque tais
neurénios, descritos com detalhe em 1926 por von Economo, apresentam uma
maior distribuicdo na lamina V do cortex cingulado anterior, insula e pré-frontal e,
menos descrito, em outras regides limbicas. Outros neurdnios com variaveis, que
sdo semelhantes a morfologia dos VENs, sdo observados na lamina cortical
profunda pleomorfica VI, chamados como pequenos fusiformes (Butti et al., 2013),
neurdnios horizontais ou neurdnios piramidais modificados (Braak, 1980; Nimchinsky
et al., 1995). Para o PC humano, porém, ainda faltam dados morfol6gicos basicos
sobre a presenca e forma de tais neurbnios nas laminas corticais. E, por ser o PC
uma regido conectada morfologica e funcionalmente com partes cerebrais de
desenvolvimento evolutivo antigo (como é o caso do cortex retrosplenial e cingulado
posterior; Vann et al.,, 2009), passa a existir grande relevancia filogenética,
ontogenética e funcional elaborar as implicacées que tem a presenca dos VENs no
PC humano, assim como a morfologia e distribuicdo de seus espinhos dendriticos. O

embasamento tedrico para tais ideias sera apresentado a seguir.

1.1 Morfologia do pré-cuneo e suas conexdes

O PC (ou l6bulo quadrado de Foville; Foville, 1844), situa-se imediatamente
anterior ao cuneo (Cavanna e Trimble, 2006; Bruner et al., 2014) e é delimitado

anteriormente pelo ramo marginal do sulco cingulado, posteriormente pela porcao
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medial da fissura parietooccipital e inferiormente pelo sulco subparietal (Critchley,
1953). Sua forma é variavel: quadrado, em forma de “T”, “H” ou com trés ramos
(Cavanna e Trimble, 2006; Margulies et al., 2009; Bruner et al., 2014). Variacdes de
seus limites tém sido relatados a luz dos achados em neuroimagem e que sao
relevantes no momento de definir in situ o PC. De fato, o sulco cingulado finaliza
acima do ramo marginal, cuja presenca marca a divisdo entre 0 PC e a éarea
sensorial priméaria; a fissura parietooccipital tem uma extensdo que se limita
inferiormente com a curvatura superior da fissura calcarina ou, em alguns casos, em
posicéo ligeiramente anterior (Salamon et al., 2003). O sulco subparietal constitui a
margem inferior do PC e continua seu curso ao redor do cingulo posterior (Bruner et
al., 2014). Os limites anterior e posterior do PC séo facilmente reconheciveis nas
imagens de ressonancia magnética (MRI), enquanto a morfologia interna e os limites
inferiores ndo se apresentam constantes nem recorrentes como padrbes
morfologicos claros (Talairach e Tournoux, 1988; Margulies et al., 2009; Bruner et
al., 2014).

O PC é o principal determinante da variabilidade do cérebro adulto humano
em plano sagital (Bruner et al., 2014) e sua presenca estd envolvida com a
variabilidade e o abaulamento da curvatura frontoparietal (Bruner, 2010). Esta
variabilidade nao seria explicada por fatores alométricos (Bruner, 2007, 2010; Bruner
et al, 2014). Entre PNH, demonstrou-se que a variabilidade morfol6gica
interespecifica do PC é explicada por aumento das regides frontais e occipitais, 0
qgue leva a uma modificacdo morfologica secundaria do PC a expensas das
variacbes dessas regifes corticais (Pereira-Pedro et al., 2017). O PC ¢é
proporcionalmente maior em humanos quando comparados com chimpanzés, tanto
em seu tamanho absoluto como quando relacionado a outras regides corticais
(Bruner et al., 2017). Esses achados apoiam a hipétese de que uma expanséao
evolutiva do PC em humanos modernos ndo seria consequéncia de um incremento
do volume geral do cérebro, mas sim representaria uma mudanca morfologica
espécie-especifica em nossa linhagem (Pereira-Pedro et al., 2017). De fato,
mudancas ocorridas no lobo parietal tém sido fortemente associadas com a origem
do Homo sapiens; assim, a variagcdo morfolégica no PC poderia representar
adaptacdes da espécie e uma evolucéo por meio de uma divergéncia ndo randémica
(Bruner et al., 2003).
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Por outro lado, as conexdes do PC, sejam uni- ou bidirecionais, sdo multiplas.
O PC tem conexdes cortico-corticais reciprocas com o coOrtex cingulado posterior e
retrosplenial, conectados com seus homologos no hemisfério oposto e com
funcionamento acoplado (Bruner et al., 2003; Vann et al., 2009; Pereira-Pedro et al.,
2017). O PC também esta conectado com o opérculo parietal-caudal, o Iébulo
parietal superior e inferior e o sulco intraparietal (IPS; Cavada e Goldman-Rakic,
1989). As conexdes extraparietais do PC sdo estabelecidas com o lobo frontal,
especificamente com a area pré-motora dorsal, area motora suplementar (SMA), o
cortex cingulado anterior (Selemon e Goldman-Rakic, 1988; Cavada e Goldman-
Rakic, 1989; Leichnetz, 2001) e com o campo ocular frontal (Leichnetz, 2001).
Demais conexdes extraparietais envolvem o coOrtex pré-estriado medial, a area visual
parietooccipital e a zona de confluéncia cortical temporoparietooccipital (TPO; Blum
et al., 1950).

Aferéncias talamicas que chegam ao PC originam-se do tdlamo dorsal, que
contém nucleos conectados com outras areas associativas corticais, o nucleo
talamico ventrolateral, o nucleo central do complexo intralaminar e o pulvinar lateral
(Cavanna e Trimble, 2006). Demais conexdes subcorticais incluem o claustro, o
nacleo caudado dorsolateral, putamen, zona incerta, area pré-tectal e o nucleo

reticular da ponte (Leichnetz, 2001).

1.2 Funcbes do pré-cuneo e seu correlato comportamental

Com base nas conexdes estabelecidas, foi possivel inferir as principais
funcdes do PC. Assim como em estudos anatdbmicos experimentais em macacos,
trés padrbes de conectividade foram identificados para o PC humano relacionado
com cada uma de suas regibes: um padréo sensorio-motor anterior, um padrao

central cognitivo e um padréo visual posterior (Margulies et al., 2009).

Estudos tractograficos realizados em PNH igualmente tém demonstrado
padrées de conectividade associados com cada sub-regido anteroposterior
especifica do PC (Margulies et al., 2009). Cada qual se relaciona com fungbes bem
determinadas: a porgédo anterior para integracéo de informagdo somatossensorial e
motora, enquanto a regido posterior, em contato com o lobo occipital, integra

informacédo visual (Cavanna e Trimble, 2006; Margulies et al., 2009). A regiao
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intermediaria estaria envolvida em integracdo visuoespacial, memoaria episoédica,
alerta e atencao (Cavanna e Trimble, 2006; Margulies et al., 2009). Nessas areas, as
informacBes somatossensoriais e visuais seriam integradas em tarefas de orientacao
visuo-espacial, “navegag¢ao mental”’, imaginagdo e no monitoramento do sucesso de
operacOes baseadas na representacéo interna de imagens visuais (Fletcher et al.,
1995; Oshio et al., 2010; Bruner et al., 2014).

Em humanos, com bases estudos empregando ressonancia magnética
funcional (fMRI), o PC estaria dividido em trés regibes anteroposteriores: a regiao
anterior apresenta conexdo com a extensdo medial do cortex sensorio-motor
central, a SMA e a area pré-motora, o cortex motor cingulado adjacente, o cértex
motor primario, o cortex somatossensorial primario e secundario, a insula (Morecraft
et al., 2004), a regido parahipocampal e o giro temporal superior, 0 que sugere ser
essa regido uma area de representacao e integracao sensoério-motora (Margulies et
al., 2009). A regido intermediaria do PC tem grande conexdo com o lobo parietal
inferior posterior, o giro angular e o cértex pré-frontal dorsolateral (Margulies et al.,
2009). Assim, as conexdes bidirecionais estabelecidas entre o PC e o coértex pré-
frontal sustentariam funcées como o monitoramento de informacao para meméria de
trabalho e planificacdo de acbes (Hagmann et al., 2008; Margulies et al., 2009),
sendo uma regido de processamento eminentemente cognitivo ou multimodal
(Margulies et al., 2009). A regido posterior do PC apresenta conexdes com o cortex
visual do cuneo, com a regido pré-estriada visual, giro fusiforme posterior, cortex
cingulado posterior e retrosplenial, o que indica papel no processamento de
informac@es visuais (Margulies et al., 2009). Tais dados indicam a importancia de
conhecer os componentes celulares do PC e como se fazem os contatos sinapticos
locais para processamento de cada uma dessas informacdes.

1.3 Citoarquitetura do pré-cuneo e os neurbénios de von Economo

O PC humano possui espessura media de 3,0 a 3,15 mm (Scheperjans et al.,
2008), com uma superficie caracterizada por sua estrutura isocortical diferenciada,
apresentando um padréo colunar dividido nas camadas molecular (1), granular
externa (Il), piramidal externa (lll), granular interna (IV), piramidal interna (V) e

plexiforme (VI), um afinamento cortical quando comparado com o restante do
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neocortex (Seltzer e Pandya, 1989) e uma banda celular caracteristica que pode ser
observada abaixo da lamina V (Zilles et al., 2003; Scheperjans et al., 2008).

Brodmann (1909), em seu mapeamento citoarquitetbnico do encéfalo
humano, identificou o0 PC como a continuagdo medial do coértex parietal lateral 7,
denominando-o como area 7m (Talairach e Tournoux, 1988). Anos depois, von
Economo e Koskinas (1925) identificaram trés areas, de anterior a posterior, no PC
humano, nomeadas area parietalis superior magnocellularis (PEm), area parietalis
superior parvocellularis (PEp) e area parietalis superior posterior gigantopyramidalis
(PEy). A regidao PEm, que corresponde as areas de Brodmann 5, 7 e 7a (von
Economo et al.,, 2008), tem por caracteristica ser uma zona com heurbnios
piramidais grandes, enquanto que a regido PEp, que corresponde as areas de
Brodmann 5b, 7 e 7b (von Economo et al., 2008) apresentam neurdnios piramidais
pequenos. A terceira regido, mais posterior, nomeada como PEy (areas de
Brodmann 5b, 7 e 7b) possui neurbnios piramidais ainda maiores que as regifes
anteriores (von Economo e Koskinas, 1925; von Economo et al., 2008; Scheperjans
et al., 2008).

Ademais, o PC humano estd conectado com a regido cingulada posterior e
com o cortex retrosplenial (area de Brodmann 23 e 31; Vann et al., 2009), que sao
areas corticais descritas por Papez (1937) como encarregadas por conferir “cor
emocional ao processamento psiquico”. Isso confere um exemplo de organizagao
funcional do grande lobo limbico e para o continuum citoarquitecténico desde o
alocortex (formacédo parahipocampal e o hipocampo propriamente dito), passando
pelas areas de Brodmann 26 e 29 com quatro laminas corticais, seguindo pela area
30 de Brodmann, caraterizada por ser uma regiao disgranular com laminas
pobremente definidas, para chegar até a area 23 de Brodmann, com seis laminas
corticais bem definidas (Vann et al., 2009). Neste continuum pode também estar o
giro do cingulo anterior (areas 24 e 32 de Brodmann) onde se encontram, como na
insula e no cortex pré-frontal, os neurdnios fusiforme de von Economo (VENS) na
lamina V cortical (von Economo e Koskinas, 1925). Ngowyang (1936) descreveu
esses neurdnios fusiformes também no coértex subicular e entorrinal do hipocampo
humano, demonstrando que os VENS nado estdo restritos as regides corticais

anteriores.
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Os VENs sao neurdnios piramidais modificados identificados pela forma
alongada e fusiforme do corpo celular, com dois ramos dendriticos primarios
principais, um com orientacdo em direcdo a superficie pial e outro orientado a
substancia branca (Nimchinsky et al., 1995; Watson et al., 2006; Fajardo et al., 2008;
Junior, 2018). Por serem variante dos VENs e supostamente excitatorios, nao
apresentam imunorreatividade para parvalvumina, calbindina ou calretinina
(Nimchinsky et al., 1995). Os VENs encontram-se geralmente agrupados e com
padrao de densidade decrescente em sentido rostrocaudal quando comparados com
outros PNH (Nimchinsky et al., 1995; Raghanti et al., 2015). Os VENs do cortex
cingulado anterior encontram-se em maior quantidade nas partes ascendentes dos
giros em comparacao com o fundo dos sulcos locais e correspondem a cerca de 5-
6% das células quando comparados com o total de neurbnios piramidais presentes

na lamina cortical V (Raghanti et al., 2015).

Estima-se que os VENs no cortex cingulado anterior apareceram nos ultimos
15 milhdes de anos de evolucdo dos mamiferos (Kaya et al., 2016), além de que
emergem apos o nascimento humano e atingem maior numero perto do oitavo més
de vida pos-natal, mantendo-se estavel em quantidade até os 4 anos,
aproximadamente, para, a seguir, reduzir seu numero durante a vida adulta (Allman
et al., 2010; Raghanti et al., 2015). Tratam-se, portanto, de neurdnios diferenciados

no cortex humano e que, até o momento, ndo tem sido relatados no PC.

1.4 Espinhos dendriticos: estrutura e funcao

Historicamente, o PC tem sido a regido menos estudada do coértex parietal
humano devido a dificuldades metodoldgicas, como a baixa frequéncia de acidentes
vasculares ou traumaticos (Cavanna e Trimble, 2006), sua anatomia complexa e
heterogénea e a dificuldade no acesso anatémico, seja cirargico ou por disseccdo
(Bruner et al., 2014). Assim, a descricdo citologica do PC tem se reduzido ao
emprego de técnicas de histologia basica que permitem a descricdo apenas da
distribuicdo espacial dos componentes celulares desta area. A técnica de Nissl, por
exemplo, tem sido a mais empregada no estudo citoarquitetonico cortical. Tal técnica
cora estruturas basoéfilas intracelulares, como reticulo endoplasmatico rugoso e

polirribosomas (Conn, 1953), o que permite evidenciar as células do tecido nervoso
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e sua distribuicdo espacial (Schumann e Amaral, 2005). N&o obstante, para
conhecer quais sdo os neurbnios presentes em cada area nervosa humana é
necessario empregar técnicas adicionais, como a de Golgi, que, ao impregnar 0s
neurénios pela prata, permite descrever sua morfologia de modo mais detalhado,
incluindo-se o estudo da estrutura dendritica, da presenca, distribuicdo, nUmero e
forma dos espinhos dendriticos (Dall’Oglio et al., 2010, 2015; Reberger et al., 2018).

A ramificacdo dendritica esta diretamente relacionada a maior superficie de
membrana celular disponivel para contatos sinapticos, logo, diretamente relacionada
a capacidade computacional do neurbnio (Watson et al., 2006). Os espinhos
dendriticos sédo especializacdbes morfolégicas, geralmente excitatérias, com
comprimento médio de 0,5 — 2 um (Chicurel e Harris, 1992; Harris e Kater, 1994) e
volume variando de 0,01 um® a 0,8 pm® (Harris, 1999). Morfologicamente, 0s
espinhos dendriticos sao classificados como finos, ramificados, espesso ou
achatado, tipo cogumelo, “outras formas”, em transicdo entre classes ou nao
classificaveis por conta de sua forma mais complexa e irregular (Peters e
Kaiserman-Abramof, 1970; Chang e Greenough, 1984; Harris et al., 1999; Brusco et
al., 2010; Dall'Oglio et al., 2015). Ou seja, conforme revisado em Dall’Oglio et al.
(2012), “I...] Em geral, os espinhos séo classificados de acordo com sua morfologia
na seguinte nomenclatura: a) “fino” o qual apresenta pescogo fino e uma cabeca
bem definida e que parece ser um tipo mais labil e capaz de ainda modificar sua
forma; b) “espesso”, que ndo apresenta pescogo diferenciado, e se mostra como
uma elevacédo a partir dos contorno dendriticos; ¢) em forma de “cogumelo”, que
apresenta pescoc¢o mais espesso conectado com uma cabeca de maior tamanho e
gue parece ser o espinho mais estavel em termos da mudanca numeéricas e contatos
sinapticos duradouros; d) “ramificado”, onde um pescoco pode dar origem a mais de
uma cabeca de espinho; e€) e outras formas complexas, incluindo algumas com
presenga de ‘“espinula”, uma protrusdo que surge do proprio espinho (Peters e
Kaiserman-Abramof, 1970; Peters e cols., 1991; Hering e Sheng, 2001; Gonzalez-
Burgos, 2004; Brusco e col., 2010). Os filopodios séo classificados a parte e tém por
caracteristica ndo apresentar uma cabeca definida, serem finos e compridos e
poderem ser uma forma precursora, porém ainda imatura, dos espinhos ainda

procurando estabelecer novas sinapses (Nimchinsky e col., 2002) ... ”.
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E importante considerar que o nimero e a forma dos espinhos dendriticos
podem ser influenciados pela demanda sinéptica (Parnass et al., 2000; Rochefort e
Konnerth, 2012; Yuste, 2013) e pode ser mais variada e complexa no tecido
encefalico humano (Fiala et al., 1998; Dall'Oglio et al., 2015). Aos diferentes
formatos dos espinhos sdo atribuidas diferentes capacidades de modulacéo
sindptica (Bourne e Harris, 2008). Assim, as diferencas no comprimento e diametro
dos componentes dos espinhos podem servir para modular diretamente o impacto,
em termos de voltagem, de cada sinapse no tempo e no espaco (Tgnnesen et al.,
2014). Além disso, a espinogénese fundamenta o desenvolvimento encefalico e
armazenamento de informagcbes em seus circuitos, sendo dependentes das
experiéncias vividas pelo individuo (Lai e Ip, 2013), existindo uma transi¢cdo continua
entre uma determinada proporcdo das formas dos espinhos em neurénios maduros
(Hering e Sheng, 2001). Estes processos sao altamente regulados por fatores
genéticos, epigenéticos, hormonais e ambientais relacionados com o rearranjo
rapido do citoesqueleto (Oertner e Matus, 2005; Tada e Sheng, 2006) e a
plasticidade sinaptica (Dunaevsky et al., 1999; Bhatt et al., 2009). Neste contexto, a
técnica de Golgi permite a visualizacdo dos neurbnios e seus componentes
estruturais com coloragdo de parda a negra, a qual contrasta com um fundo mais
claro. Tal técnica serve para estudar neurbnios de diferentes espécies (Ramén y
Cajal, 1901; Ramon-Moliner, 1962; Woolley e McEwen, 1992; Fairén, 2005; Larriva-
Sahd, 2006; Rasia-Filho et al., 2012). As dificuldades em se trabalhar com a técnica
de Golgi estdo no fato de que o mecanismo de como 0s neurdnios sao impregnados
ainda ndo é compreendido, o que faz com que se considere que neurdnios sejam
observados aleatoriamente no tecido ou em diferentes secc¢des. Aproximadamente
1-10% dos neurdnios presentes na area a ser estudada serdo visualizados quando a
técnica for bem executada e gerar resultados aceitaveis (Ramoén y Cajal, 1901,
Dall’Oglio et al., 2007). Foi também preciso adaptar tal técnica ao tecido humano
postmortem (Dall'Oglio et al., 2010, 2013, 2015). Provavelmente, devido a tais
dificuldades inerentes de estudo, nenhum estudo foi publicado utilizando a técnica

de Golgi para a analise dos neurénios no PC humano até o momento.
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1.5 Informant Questionnaire on Cognitive Decline in the Elderly

Como os dendritos e seus espinhos podem estar alterados em quadros
demenciais (Seeley et al., 2008; Ikonomovic et al., 2011; Mak et al., 2017), é preciso
que os estudos morfolégicos do tecido nervoso humano também se associem com
uma forma de identificacdo de declinio cognitivo e rastreio de possiveis quadros de
deméncia quando da selecdo de amostras de pacientes em situacdo normal. Os
meios de avaliacdo com base no relato do informante que acompanha o periodo da
necropsia permitem avaliagdes longitudinais, buscam avaliar as alteracdes no
desempenho cognitivo e funcional dos individuos e podem ser utilizados quando da
impossibilidade de se terem dados dos sujeitos em testes cognitivos disponiveis
antes do falecimento. Dentre as entrevistas padronizadas para este fim, o Informant
Questionnaire on Cognitive Decline in the Elderly (IQCODE) € uma forma utilizada
para identificacdo de possiveis casos de deméncia na populacdo em geral (Sanchez
e Lourenco, 2009; Lourenco e Sanchez, 2014). Desta forma, para este trabalho, que
utilizou encéfalos humanos, informacgdes clinicas dos doadores foram obtidas, apos
0 Obito, junto ao familiar de convivio mais préximo, por meio de questionario para
rastreamento de declinio cognitivo IQCODE. Consideram-se todas as informacdes
obtidas a partir dos questionarios respondidos pelos entrevistados como verdadeiras
e como dados para compor o presente estudo. Para o IQCODE, toma-se como
‘ponto de corte’ para deméncia a pontuagdo minima de 3,27, indicando que valores
abaixo de 3,27 sdo considerados como de individuos sem manifestacdes
demenciais (Lourenco e Sanchez, 2014). Desta maneira, é possivel identificar e
classificar o individuo quanto a possivel deméncia em casos em que ndo se possui 0
diagndstico clinico do paciente em vida. Esse questionario (anexo 1) esta validado
para a populacao brasileira (Lourenco e Sanchez, 2014).

Com base no anteriormente exposto, a presente dissertacdo buscou gerar
conhecimento, de forma inédita, sobre os VENs presentes na lamina V do PC
humano, além de dados adicionais sob as variantes dos VENs encontrados na
lamina VI desta mesma regido, como evidenciados pelo método de Nissl e a técnica
de Golgi adaptada para tecido cerebral adulto postmortem sob microscopia de luz.
Os presentes dados revelam que VENs no PC humano apresentam formas diversas
guando analisados quanto ao aspecto e o padrdao de ramificagdo dendritica.

Adicionalmente, foram elaboradas reconstru¢cdes de imagens que demonstram a
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presenca, distribuicdo, tipos e diversidade de espinhos dendriticos, tanto dos VENs
(na camada V) como dos variantes dos VENs (na camada VI) do PC humano.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Descrever a morfologia dos VENs e dos variantes dos VENs no PC humano

empregando-se as técnicas de Nissl e de Golgi.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1 Descrever os tipos e a variagdo morfologica dos VENs na lamina V
e as variantes dos VENSs na lamina VI do PC humano;
2.2.2 Detalhar o formato do corpo celular e o padréo de ramificacdo dendritica
dos VENSs e das variantes dos VENs do PC humano;
2.2.3 Descrever a presenca, a distribuicdo, o nimero e a forma dos espinhos
dendriticos dos VENSs e das variantes dos VENs do PC humano;
2.2.4 Classificar as formas dos espinhos dendriticos encontrados nos
VENS e nas variantes dos VENs do PC humano;

2.2.5 Elaborar as implicac6es morfoldgicas e funcionais dos presentes dados.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Amostras de tecido

Foram estudadas amostras de tecido nervoso de cinco adultos, 2 mulheres e
3 homens, entre 49 e 91 anos. A idade, sexo, intervalo de tempo postmortem até a
obtencdo do tecido para estudo e a causa de morte (quando conhecida) estédo

descritos na Tabela I.

Os procedimentos éticos e legais foram seguidos de acordo com os padrbes
regulatorios internacionais (baseados na declaracdo de Helsinki de 1964) e os
procedimentos metodoldgicos foram analisados e aprovados pelos Comités de Etica
do Departamento de Medicina Legal do Estado do Rio Grande do Sul (processo n°
03/08) e da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA;
n°® 62336116.6.0000.5345) disponivel na Plataforma Brasil (Anexo II).

Dados clinicos gerais e de comorbilidades conhecidas foram obtidas por meio
de entrevistas a familiares ou representantes legais de cada doador e, a seguir, foi
assinado termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo Ill). Os sujeitos foram
reportados sem achados neurolégicos ou psiquiatricos relevantes, nem submetidos
a neurocirurgia prévia. A seguir, foram avaliados utilizando o questionario IQCODE,
como publicado por Rodrigues Neto e colaboradores (2017). Apenas casos com
pontuacdo menor a 3,27 foram estudadas. Em paralelo, os tecidos amostrados
foram analisados por inspecdo macroscépica e por avaliagdo histolégica por
neurologista experiente em neuropatologia (Dra. Arlete Hilbig, Departamento de
Clinica Médica/Neurologia — UFCSPA) para confirmar a auséncia de alteracdes

vasculares ou lesGes neurodegenerativas evidentes e mais.

3.2 Fixacéo do tecido e procedimentos histologicos

Blocos contendo o lobo parietal foram imersos em formaldeido 10% nao
tamponado e mantidos armazenados nessa mesma solucao de fixagao por 5-6 anos,
em temperatura ambiente. Do bloco original, amostras do pré-cuneo foram
selecionadas (a estrutura de interesse esta representada na Figura 1). O sulco
cingulado anterior, o sulco parietooccipital e o sulco subparietal serviram como

referéncias anatémicas para localizacdo do PC (von Economo et al., 2008; Margulies
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et al., 2009; Bruner et al., 2014). Por estar intacto, somente o PC do hemisfério
cerebral esquerdo foi estudado nos cinco casos obtidos.

Figura 1. Fotografias representando a localizagdo anatémica do cortex cerebral
correspondente ao pré-cuneo humano (retangulo em a e setas em b, ¢) em encéfalo

fixado em formol a 10% por longo periodo.

3.2.1 Técnica de Nissl

As carateristicas e os componentes citoarquitetdnicos foram identificados com
0 emprego da técnica de Nissl (casol; Tabela 1). Utilizando um micrétomo de lamina
vibratéria (vibratomo 1000S; Leica, Alemanha) foram feitos cortes seriados de 50

Mm, ao longo do eixo anteroposterior, colocados em laminas histologicas
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gelatinizadas e deixadas para secar em temperatura ambiente (TA) durante 24 h. Os
cortes foram, a seguir, imersos em solugdo contendo paraformaldeido a 4% em
tampéo fosfato (0,1M e pH 7,4; TF) durante 7 dias e a 4°C protegidos da luz. Apés
secar durante 24 h em TA, as secc¢des foram colocadas em solucéo de etanol a 70%

por mais um dia.

Para a coloracdo dos cortes, foram realizadas as seguintes etapas: (1)
colocacdo em concentracdes crescentes de etanol e diafanizadas em xilol absoluto,
(2) em solugbes com concentracfes decrescentes de etanol e, por fim, em agua
destilada, (3) em solucdo de violeta de cresil a 0,25% durante 2 min, (4) em agua
destilada para remover o excesso de corante, imersas novamente em solu¢cdes com
concentracao crescente de etanol e, a seguir, em solucdo contendo 95% de etanol e
1% de &cido acético e xilol absoluto. Por fim, as seccbes foram cobertas por

balsamo sintético e laminulas.

Tabela 1. Descri¢do dos individuos e das amostras estudadas

Caso | IPM (horas) Idade da Sexo Causa da IQCODE
morte (anos) morte
1 6:00 — 20:00 56 M Indeterminado 3,00
2 6:00 — 20:00 91 F Pneumonia 1,32
3 6:00 — 20:00 79 M Tamponamento 3,15
cardiaco
4 6:00 — 20:00 49 M Indeterminado 3,00
5 6:00 — 20:00 62 F Indeterminado 3,00

IPM, Intervalo postmortem até obtencdo da amostra.
M, masculino
F, feminino

3.2.2 Técnica de Golgi

Para o estudo da morfologia neuronal, estrutura dendritica e padrdo de
ramificacdo, presenca e caracteristicas dos espinhos dendriticos empregou-se
variagdo do procedimento denominado “single-section Golgi method” (Gabbott e
Somogyi, 1984) ap6s desenvolvimento metodologico para poder ser utilizado em
tecido humano fixado em formol por longa data, como descrito originalmente por
Dall’Oglio et al. (2010).
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Desta forma, para os casos 2 até 5 (Tabela 1) foram realizadas as seguintes
etapas: (1) os blocos de PC foram colocados em solugcédo de poés-fixagdo contendo
paraformaldeido a 4% e acido picrico a 1,5% diluidos em TF durante 30 dias em TA
e protegido da luz. A seguir, (2) as amostras foram seccionadas coronalmente (200
Mm de espessura) utilizando-se vibratomo e os cortes foram transferidos para
solucdo de paraformaldeido a 4% e &cido picrico a 1,5% diluidos em TF durante 72
hem TA e protegidos da luz. Posteriormente, os cortes foram (3) lavados em TF e
transferidos para uma solucéo de tetréxido de 6smio a 0,1% (Sigma Chemicals Co.,
EUA) em TF por 30 min, sob agitacéo e protegidas da luz, e novamente lavados com
TF por 1 a 2 min; (4) imersos em dicromato de potassio a 3% (Merck, Alemanha)
dissolvido em agua deionizada e mantidas na mesma solucéo, no escuro, a 4°C por
2 dias. Apos, (5) foram lavados em agua destilada e feitos “sanduiches” entre
laminulas de vidro, nos quais foi colocado cola epdxi nos quatro cantos das
laminulas para diminuir a velocidade de entrada da solucao de impregnacao, a qual
continha nitrato de prata a 1,5% (Merck, Alemanha) diluido em agua deionizada em
TA. ApOs 24 horas, (6) as laminulas foram entdo quebradas, as secc¢des foram
lavadas em agua destilada e removido o excesso de precipitados inespecificos de
cromo e prata sobre os cortes. Finalmente, (7) os cortes foram colocados em
laminas, secos a TA tomando-se o cuidado de evitar que se tornassem quebradicos,
imersos em agua destilada durante 3 min, desidratados em séries ascendentes de
alcool (70% e 80%, uma vez cada durante 3 min; 95% e 100%, duas vezes cada
durante 3 min), diafanizados em solucao de xilol e alcool absoluto na propor¢édo de
1:1 e 2:1 (3 min cada) e xilol absoluto (2 vezes de 3 e 30 min cada) e, a seguir, (8)
com béalsamo sintético ndo acido como meio de inclusao (Soldan, Brasil), laminulas
histoldgicas, evitando-se bolhas de ar sobre os cortes, e deixados em TA durante
tempo minimo de 24h. A qualidade da técnica e dos resultados foi conferida por
observacéao direta a microscopia de luz, identificando-se neurénios e astrocitos com

impregnacao argéntica com coloracéo escura contrastando com o fundo mais claro.

Os critérios para selecdo dos neurbnios a serem estudados foram os
seguintes: (1) os corpos celulares deveriam estar localizados indubitavelmente na
area de interesse e nas laminas V e VI, tomando-se a substancia branca e a
citoarquitetura do PC como referéncias para a identificacdo de cada lamina cortical
(Scheperjans et al.,, 2008; Bruner et al., 2014; Mai et al., 2016), (2) estar
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relativamente isolados de outras células impregnadas pela prata para evitar
dendritos com aspecto emaranhado ou que pudesse gerar identificacoes
equivocadas quanto a origem e ramificacdo desses elementos, (3) os dendritos
deveriam estar bem impregnados pela prata e com coloracdo homogénea,
apresentar bordos definidos e ter ramos afiando-se ao longo de seu comprimento e,
(4) os espinhos deveriam estar nitidos e distinguiveis em relacdo ao fundo e/ou ao

precipitado inespecifico de prata no neuropilo.

3.2.3 Obtencédo de imagens microscopicas

Todas as laminas foram observadas em campo claro a microscopia de luz
empregando-se microscopio Olympus BX-61 (Japao) acoplado a uma camara CCD
(DP72, Japdo) e a computador com programa de andlise de imagem (Image-Pro
Plus 7.0, Media Cybernetics, EUA).

As imagens que serviram para identificar a forma neuronal foram obtidas com
aumento final de 260x utilizando-se lente objetiva de 20x (planapocromaética,
abertura numérica 0,6; Olympus-UPlanSApo, Japdo), magnificacdo adicional de
1,3x, obtidas com resolucdo de 1360x1024 pixels e submetidas a deconvolugéo logo
guando coletadas (Dall'Oglio et al.,, 2013; Reberger et al., 2018). As imagens
selecionadas foram convertidas a imagens monocromaticas de 8 bits. A
reconstrucdo de cada neurdnio para identificacdo de sua morfologia geral foi feita,
segmento por segmento, de imagens nas coordenadas espaciais “X”, “‘y* e “Z”,
somando-se as imagens onde se encontravam o0 corpo celular e os bordos
dendriticos mais nitidos ao longo de todo o comprimento e de suas ramificacdes. A
imagem final bidimensional foi reconstruida utilizando-se o programa Adobe
Photoshop CS3 (Adobe Systems, Inc., EUA). Pequenos ajustes de brilho ou
contraste de fundo foram feitos utilizando-se tal programa sem alterar, no entanto

qualquer dado morfoldgico real.

As imagens para o estudo dos espinhos dendriticos foram obtidas com
aumento final de 1300x utilizando-se lente objetiva de 100x de imersdo em oOleo
(planapocromatica, abertura numérica de 1,4; Olympus-UPlanASpo, Japéo), obtidas
com alta resolucdo (2070x1548 pixels) e igualmente submetidas ao processo de
deconvolucéo logo de sua aquisicao (Dall'Oglio et al., 2013; Reberger et al., 2018).
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(7]

Espinhos foram amostrados ao longo do eixo “z”, adquirindo-se cada sequéncia de
imagem a cada 0,1 ym de avango. Posteriormente, os arquivos salvos como .tif
foram convertidos em imagens monocromaticas de 8 bits. Para cada espinho foi
observado (1) presenca, comprimento e diametro do pescoco, (2) o numero de
protrusdes de um Unico pescoco, (3) o didmetro da cabeca, e (4) a forma da cabeca.
De acordo com suas carateristicas morfolégicas, os espinhos foram classificados
como (1) “fino” (t), ou seja, com um unico pescoc¢o longo terminando-se em uma
Gnica cabeca e o comprimento do espinho sendo maior que o didametro do pescoco
ou da cabega; (2) “achatado” (s) ou “espesso” (w), apresentando-se como uma
protrusao Unica sem pescogco aparente e com comprimento igual ou superior as seu
diametro; (3) em formato de “cogumelo” (m), com uma cabecga caracteristicamente
grande e maior que o didmetro do pescoco; (4) “ramificado” (r), onde um unico
pescoco da origem a duas ou mais cabecas pequenas de aspecto bulboso; (5)
outros tipos que incluem “formas de transicdo” entre as anteriores ou com aspectos
“atipicos”, onde se encontram espinhos com formato complexo e com multiplas
formas, como é o caso de espinhos “duplos” (com um pescoco inicial dando origem
a uma cabeca a qual, por sua vez, gera outro pescoco e outra cabeca distais no
mesmo elemento). Esses espinhos atipicos foram todos classificados como “a”.
Pequenas protrusdes provenientes da cabeca do espinho foram classificadas com
espinulas (Brusco et al., 2014). Finalmente, as imagens coletadas foram ajustadas
guanto ao contraste utilizando-se o programa Photoshop CS3, sem alterar a forma
ou a classificagéo dos espinhos.
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4. RESULTADOS

As caracteristicas citoarquitetdnicas das diferentes laminas corticais e o
aspecto tipico da substancia branca do PC humano esquerdo foram observadas em
seccbes de tecido submetidos a técnica de Nissl (Figuras 2 e 3). Com base nos
resultados, os critérios morfolégicos para classificar os VENs localizados na lamina
V foram: a forma e o tamanho somatico, 0 numero, a simetria e a orientacéo
espacial dos dendritos primarios. Ademais, empregando-se a técnica de Golgi,
neurdnios que se enquadravam nos critérios de inclusdo para estudo foram
encontrados nas regides anteriores e intermediaria do PC, os quais serdo descritos
a seguir. Por motivos desconhecidos, provavelmente inerentes a técnica de Golgi,
nao se obtiveram os mesmos resultados na regido posterior do PC humano. Os
dados fornecidos pela técnica de Golgi geraram dados adicionais sobre os padrdes
de ramificacdo dendritica e a presenca, distribuicdo, nimero e forma dos espinhos
dendriticos nos VENSs, dados esses adicionados aos critérios da classificacdo para
este tipo neuronal. Os espinhos dendriticos mostraram um continuum de formas e
tamanhos; desde pequenas protrusdes achatadas ou espessas, até protrusées
longas finas, com cabecas proeminentes, ramificados ou com aspecto atipico. As
variedades morfologicas de espinhos foram encontradas isoladas ou formando
agrupamentos, com diferentes densidades nos ramos dendriticos de posicao
proximal a distal. As variantes dos VENs foram identificados em um continuum entre
as laminas V e VI do PC humano e formam grupo heterogéneo com base nos

mesmos critérios morfoldgicos de classificacdo neuronal acima descritos.

4.1 Técnica de Nissl

Ambas as porgdes anterior e intermediaria do PC humano apresentaram-se
com citoarquitetura neocortical, ou seja, com seis laminas celulares distinguiveis e,
na lamina V, neurbnios piramidais foram identificados como caracteristicos desse
local (Figuras 2 e 3). Todos os neurbnios identificados nas camadas V e VI
apresentam um aspecto nuclear tipico com um nucléolo evidente. Ambos, VENs e
variante dos VENSs, foram encontrados nos casos examinados aqui. Os VENs foram
comumente observados na lamina V, entre os neurdnios piramidais locais, e, mais

esporadicamente, na lamina Ill. Os VENs da lamina V encontravam-se isolados ou
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constituindo agrupamentos celulares e presentes em maior quantidade nas partes

superiores dos giros do PC que no fundo do sulco.

Os VENSs das regides anterior (Figura 2) e intermediaria (Figura 3) do PC
humano caracterizam-se por serem neurdnios fusiformes, com dois dendritos
primérios, um em direcdo a superficie pial e o outro em direcao a substancia branca.
N&o se observou abundancia de células gliais ao redor do corpo celular, nem dos
dendritos proximais, mas os VENs dispunham-se entre neurdnios piramidais
(Figuras 2 e 3). As variantes dos VENs foram encontrados no continuum entre as
laminas V e VI, notavelmente nesta Ultima lamina polimorfica, e apresentaram-se

com formato ovoide, triangular ou fusiforme (Figuras 2 e 3).

4.2 Técnica de Golgi

Foram obtidos neurbnios bem impregnados nas regibes anterior e
intermediaria do PC humano, os quais foram observados nas laminas corticais V e
VI, e todos com presenca de espinhos dendriticos (Figuras 4-19). Nao obstante, foi
observada uma ampla variabilidade no numero de neurénios bem impregnados nas

secc¢Oes estudadas em cada caso.

Ao longo das seccdes anteroposteriores do PC foram encontrados diferentes
tipos de VENSs, todos com corpo celular fusiforme, mas diferenciaveis entre si quanto
a ramificacdo e extensao dendritica bem como a distribuicdo e nimero de espinhos
dendriticos. Neste sentido, VENSs do tipo 1 apresentam ambos dendritos, ascendente
e descendente, com pouca ramificacdo e ou auséncia ou poucos espinhos nos
segmentos dendriticos proximais (Figura 4). Quando presentes, tais espinhos
dendriticos pleomorficos estdo preferentemente isolados uns dos outros (Figura
4a,d). O namero de espinhos por segmento dendritico aumenta em direcdo aos
segmentos intermediarios a distais onde passam a ter maior gama de formas,

incluindo-se finos, em formato de cogumelo, ramificados ou atipicos (Figura 4b,c).

Nos VENSs do tipo 2 observam-se os dendritos primarios em diregcdo oposta,
seguindo um curso perpendicular as laminas corticais. Sua arborizacdo dendritica
tende a ser mais numerosa quando comparado com os VENs do tipo 1, embora

ainda seja limitada (Figuras 5 e 6). Os troncos dendriticos proximais apresentam
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espinhos dendriticos esparsos (Figuras 5a e 6a,b), os quais aumentam em
densidade e variacdo de forma em direcdo intermediaria a distal (Figuras 5b-d e 6c¢-
e). Os espinhos dendriticos proximais sdo, em grande parte, espessos e achatados
(Figuras 5a e 6a,b). Em segmentos neuronais intermediarios nota-se um aumento na
densidade dos espinhos, assim como um aumento na variedade de suas formas
adicionais, como os com formato fino, atipico e os com espinulas (Figura 6c,e). S&o
também observados espinhos com formato de cogumelo e essas diversas formas de
espinhos apresentam-se frequentemente mescladas entre as demais (Figura 5d).
Em segmentos intermediarios a distais observa-se aumento de espinhos dendriticos
com varias formas, incluindo-se varios atipicos como os com aspecto de espinho
duplo (Figura 5b) ou com formato de cogumelo e com presenca de espinula (Figura
6d).

Os VENSs do tipo 3 igualmente apresentam dois ramos dendriticos principais,
0S quais orientam-se em direcdo oposta, perpendicular as laminas corticais e com
um afilamento em sentido proximal-distal. Como caracteristica, este tipo neuronal
apresenta maior arborizacdo dendritica e maior densidade de espinhos dendriticos
que os demais de mesma classificacdo somética (Figura 7). Exibem, no segmento
inicial do dendrito primario, auséncia de espinhos dendriticos, os quais aparecem a
medida que se avanca nos micrébmetros seguintes em sentido centrifugo, e sao
principalmente de formato achatado ou espesso (Figura 7a). Ramos dendriticos
colaterais ocorrem nesses segmentos, 0s quais, logo apés sua ramificacdo, exibem
espinhos com diversas formas, como sdo os achatados e finos (Figura 7f). Em
segmentos dendriticos intermediarios, depois de maior ramificacdo dendritica,
ocorrem espinhos em maior e densidade e com varios formatos coexistes, alguns
formando agrupamentos, e com aspectos atipicos (Figura 7b). Nos segmentos
distais desses neurdnios segue a maior densidade de espinhos dendriticos, mas
com formas muito variadas como é caso de espinhos finos longos, em forma de
cogumelo, ramificados e atipicos, entre espessos e achatados, alguns com

espinulas (Figura 7c-e).

O PC também exibe varios tipos neuronais que diferem relativamente da
forma classica dos VENs, embora existam na mesma lamina V do PC (vejam-se o
VEN a direita comparado com o neurbnio multipolar a esquerda na Figura 8). Tal

neurbnio multipolar ainda apresenta dois dendritos primarios principais mais
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espessos e poucos ramos colaterais surgindo do soma com menor espessura e
praticamente sem ramificagéo proximal (Figura 9). Esse tipo de neurdnio apresenta-
se com ramificacdo dendritica evidente, o que se assemelha a um VEN de tipo 2
como acima descrito. ldenticamente ha uma baixa densidade de espinhos proximais
e, quando presentes, sdo do tipo espesso ou achatado (Figura 9a). Logo a seguir,
em direcdo aos segmentos intermediarios, a densidade e a complexidade dos
espinhos dendriticos aumenta (Figura 9g), aparecendo uma variedade de formas
como os finos longos, ramificados e formas de transicdo entre finos e com aspecto
de cogumelo (Figura 9b), além de varias formas atipicas (Figura 9f). Esse padréo
segue em direcdo aos ramos dendriticos mais distais, onde se observam espinhos
pleomdrficos, incluindo-se os finos longos, atipicos variados, alguns com espinula

(Figura 9 c-e).

Outros neurbnios na lamina V do PC apresentam soma com aspecto
fusiforme e dois troncos dendriticos primarios, mas com angulacdes que nao
apresentam exatamente a mesma orientacdo dos VENs (veja-se o ramo dendritico
primério colocado a direita inferior da Figura 10). Adicionalmente ao que se
poderiam considerar variantes dos VENSs locais, h& neurbnios que apresentam soma
fusiforme, dois troncos dendriticos primarios espessos, mas ramos colateral
somatico com divisdo proximal, além de varios pequenos ramos colaterais
secundarios e terciarios dos dendritos principais (Figura 11). Exemplo adicional
dessa ultima forma neuronal encontra-se representado na Figura 12, onde se
observa a baixa densidade de espinhos dendriticos com menor variabilidade e
complexidade de formas desde ramos proximais as por¢des intermediarias e distais
(Figura 12 a-f). Neste mesmo sentido, existem neurdnios cujo corpo celular parece
um intermediario entre fusiforme e piramidal, que apresenta dois troncos dendriticos
espessos surgindo praticamente de polos opostos somaticos e com orientacdo e
notavel ramificacdo longitudinal no neuropilo do PC. H4 a presenca de um terceiro
ramo dendritico, mas que nao se relaciona com o0 aspecto classico de ramo
dendritico basal piramidal (célula ao centro na Figura 8 e, em maiores detalhes, na
Figura 13). Esses neurbnios também possuem muito poucos dendritos proximais
(Figura 13a,f), com aumento nos micrémetros a seguir tanto na densidade como na
complexidade dos tipos de espinhos dendriticos (Figura 13b,c), incluindo-se as mais
diversas formas, tamanhos e presenca de espinulas (Figura 13d-f). Outro desses
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neurbnios pode ser observado na Figura 14 (a esquerda), juntamente com outro

neurdnio local de aspecto somatico fusiforme (a direita da mesma imagem).

Da lamina V em direcdo a lamina VI no PC encontram-se outros tipos
neuronais com espinhos dendriticos. Ou seja, na lamina cortical pleomdfica VI,
alguns neurdnios, exibem aspecto similar aos VENs observados na camada V, tanto
no seu formato somatico quanto nas caracteristicas dendriticas (Figura 15). Por
exemplo, observa-se neurénio fusiforme com dois dendritos primarios deslocando-se
em sentidos opostos, um em direcdo a superficie pial e outro a substancia branca
(Figura 16). Ha poucos espinhos nos ramos dendriticos e, quando ocorrem, estdo
isolados e sdo de formato basicamente achatado ou espesso (Figura 16 a, b), o que
lembra muito os VENSs tipo 1 da lamina V. Com o mesmo formato de soma e
orientagcdo espacial dos dois dendritos primarios ha neurénios cm maior ramificagdo
proximal e maior densidade de espinhos dendriticos, o que lembra as caracteristicas
de VENs do tipo 3 da lamina V (Figura 17). Por fim, na lamina VI também se
identificam neurdnios com formato de corpo celular entre fusiforme a piramidal,
embora ndo se identifiguem ramos apical ou basais, mas dois ramos primarios, um
com orientagdo apical e outro angulado em relagdo a substancia branca (Figura 18).
Também ocorrem neurbnios com formato fusiforme, mas com mudltiplos ramos
dendriticos e aspecto de arborizagao radial proximal, o que confere aspecto de “fork-

cell” para esse tipo celular (Figura 19).
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Figura 2
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Figura 2. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacao do cortex pré-cuneo (PC), porcao anterior, de onde foram provenientes
amostras de tecido para estudo dos neurdnios das laminas corticais V e VI. sbps:
sulco subparietal. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B) Fotomicrografia de
seccdao histolégica do PC anterior corada pela técnica de Nissl e demonstrando as
diversas laminas celulares, desde a de numero | abaixo da superficie pial (parte
superior da imagem) até a VI proximo a substancia branca (parte inferior da
imagem). As setas pretas indicam a presenca de neurdnios fusiformes com dois
dendritos primarios com surgimento em polos opostos do corpo celular. Tais
neurbnios sdo mostrados em maior aumento nas imagens B1l, B2 e B3. Neurdnios
Bl e B2 estéo presentes na camada cortical 111, B3 esta presente na camada cortical
V. As setas abertas indicam 0s outros tipos celulares presentes na camada cortical.
Ajustes de contraste na imagem foram feitas com o programa Photoshop CS3
(Adobe Systems, EUA). Escala: B = 10um; B1-B3 = 3um.
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Figura 3
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Figura 3. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacdo do cortex pré-cuneo (PC), porcdo intermediaria, de onde foram
provenientes amostras de tecido para estudo dos neurdnios das laminas corticais V
e VI. sbps: sulco subparietal. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B)
Fotomicrografia de seccao histolégica do PC anterior corada pela técnica de Nissl e
demonstrando as diversas laminas celulares, desde a de numero | abaixo da
superficie pial (parte superior da imagem) até a VI préximo a substancia branca
(parte inferior da imagem). As setas pretas indicam a presenca de neurdnios
fusiformes com dois dendritos primarios com surgimento em polos opostos do corpo
celular. Tais neurbnios sdo mostrados em maior aumento nas imagens B1, B2, B3 e
B4. As setas abertas indicam outros tipos celulares presentes na camada cortical.
Neuronios B1 esta presentes na camada cortical Ill, B2, B3 e B4 estdo presentes na
camada cortical V. Ajustes de contraste na imagem foram feitas com o programa
Photoshop CS3 (Adobe Systems, EUA). SB: substancia branca. Escala: B = 10um;
B1-B4 = 2um.
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Figura 4
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Figura 4. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacdo do cortex pré-cuneo (PC), porcdo intermediaria, de onde foram
provenientes amostras de tecido para estudo de neurénio de von Economo (VEN) na
lamina cortical V (indicada por um asterisco). sbps: sulco subparietal. Adaptado do
atlas de Mai et al. (2008). (B) Reconstrucdo de imagem a partir de fotomicrografias
de neurénio impregnado pela técnica de Golgi e classificado como VEN de tipo 1.
Observe o corpo celular fusiforme e o padrdo restrito da ramificacdo dendritica.
Imagens em maior aumento correspondentes a cada segmento sao indicadas por
letras correspondentes. O angulo de visualizacdo dos ramos dendriticos e seus
espinhos foi modificado do original para permitir uma visualizacdo dos elementos.
Os espinhos dendriticos foram classificados em: achatado (s), espesso (w), fino (1),
em formato de cogumelo (m), ramificado (r) ou atipico (a). Ajustes de contraste na

imagem foram feitas com o programa Photoshop CS3 (Adobe Systems, EUA).
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Figura 5. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacao do cortex pré-cuneo (PC), porcao anterior, de onde foram provenientes
amostras de tecido para estudo de neurbnio de von Economo (VEN) na lamina
cortical V (indicada por um asterisco). sbps: sulco subparietal. Adaptado do atlas de
Mai et al. (2008). (B) Reconstrucdo de imagem a partir de fotomicrografias de
neurénio impregnado pela técnica de Golgi e classificado como VEN de tipo 2.
Observe o corpo celular fusiforme e o maior nimero de ramos dendriticos que 0s
VEN de tipo 1. Imagens em maior aumento correspondentes a cada segmento sao
indicadas por letras correspondentes. O angulo de visualizagdo dos ramos
dendriticos e seus espinhos foi modificado do original para permitir uma visualizacédo
dos elementos. Os espinhos dendriticos foram classificados em: achatado (s),
espesso (w), fino (t), em formato de cogumelo (m), ramificado (r) ou atipico (a).
Ajustes de contraste na imagem foram feitas com o programa Photoshop CS3
(Adobe Systems, EUA).
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Figura 6
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Figura 6. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacao do cortex pré-cuneo (PC), porcdo anterior, de onde foram provenientes
amostras de tecido para estudo de neurdnio de von Economo (VEN) na lamina
cortical V (indicada por um asterisco). sbps: sulco subparietal. Adaptado do atlas de
Mai et al. (2008). (B) Reconstrucdo de imagem a partir de fotomicrografias de
neurénio impregnado pela técnica de Golgi e classificado como VEN de tipo 2.
Observe o corpo celular fusiforme e o maior nimero de ramos dendriticos que o0s
VEN de tipo 1. Imagens em maior aumento correspondentes a cada segmento sao
indicadas por letras correspondentes. O angulo de visualizacdo dos ramos
dendriticos e seus espinhos foi modificado do original para permitir uma visualizacédo
dos elementos. Os espinhos dendriticos foram classificados em: achatado (s),
espesso (w), fino (t), em formato de cogumelo (m), ramificado (r) ou atipico (a). O
asterisco acima de uma letra significa a presenca de espinula no espinho dendritico
correspondente. Ajustes de contraste na imagem foram feitas com o programa
Photoshop CS3 (Adobe Systems, EUA).
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Figura 7

45



Figura 7. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacdo do cortex pré-cuneo (PC), porcdo intermediaria, de onde foram
provenientes amostras de tecido para estudo de neurdnio de von Economo (VEN) na
lamina cortical V (indicada por um asterisco). sbps: sulco subparietal. Adaptado do
atlas de Mai et al. (2008). (B) Reconstrucdo de imagem a partir de fotomicrografias
de neurénio impregnado pela técnica de Golgi e classificado como VEN de tipo 3.
Observe o corpo celular fusiforme e o grande nimero de ramos dendriticos e suas
ramificacbes com espinhos dendriticos pleomorficos. Imagens em maior aumento
correspondentes a cada segmento séo indicadas por letras correspondentes. O
angulo de visualizagdo dos ramos dendriticos e seus espinhos foi modificado do
original para permitir uma visualizacdo dos elementos. Os espinhos dendriticos
foram classificados em: achatado (s), espesso (w), fino (t), em formato de cogumelo
(m), ramificado (r) ou atipico (a). O asterisco acima de uma letra significa a presenca
de espinula no espinho dendritico correspondente. Ajustes de contraste na imagem

foram feitas com o programa Photoshop CS3 (Adobe Systems, EUA).
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Figura 8. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacdo do cortex pré-cuneo (PC), porcdo intermediaria, de onde foram
provenientes amostras de tecido para estudo de neurénio de von Economo (VEN) na
lamina cortical V (indicada por um asterisco). shbps: sulco subparietal. Adaptado do
atlas de Mai et al. (2008). (B) Reconstrucdo de imagem a partir de fotomicrografias
de neurdnios impregnado pela técnica de Golgi. Observe os formatos dos corpos
celulares fusiforme e o aspecto dos principais ramos dendriticos primarios e dos
demais prolongamentos celulares. Ajustes de contraste na imagem foram feitas com
0 programa Photoshop CS3 (Adobe Systems, EUA).
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Figura 9
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Figura 9. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacdo do cortex pré-cuneo (PC), porcao intermediaria, de onde foram
provenientes amostras de tecido para estudo de variantes morfolégicas dos
neurdénios de von Economo (VEN) na lamina cortical V (indicada por um asterisco).
sbps: sulco subparietal. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B) Reconstrucao de
imagem a partir de fotomicrografias de neurbnio impregnado pela técnica de Golgi.
Observe o corpo celular fusiforme, a presenca de dois troncos dendriticos primarios
principais e dois ramos colaterais somaticos sem ramificacdo proximal. Os ramos
dendriticos apresentam ramificagbes com espinhos dendriticos pleomorficos.
Imagens em maior aumento correspondentes a cada segmento sdo indicadas por
letras correspondentes. O angulo de visualizacdo dos ramos dendriticos e seus
espinhos foi modificado do original para permitir uma visualizacdo dos elementos.
Os espinhos dendriticos foram classificados em: achatado (s), espesso (w), fino (t),
em formato de cogumelo (m), ramificado (r) ou atipico (a). O asterisco acima de uma
letra significa a presenca de espinula no espinho dendritico correspondente. Ajustes
de contraste na imagem foram feitas com o programa Photoshop CS3 (Adobe
Systems, EUA).
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Figura 10

51



Figura 10. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacdo do cortex pré-cuneo (PC), porcdo intermediaria, de onde foram
provenientes amostras de tecido para estudo de variantes morfologicas dos
neurénios de von Economo (VEN) na lamina cortical V (indicada por um asterisco).
sbps: sulco subparietal. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B) Reconstrucao de
imagem a partir de fotomicrografias de neurdnio impregnado pela técnica de Golgi.
Observe o corpo celular fusiforme e a presenca de dois troncos dendriticos primarios
principais com angulacdo aguda entre si. Ajustes de contraste na imagem foram

feitas com o programa Photoshop CS3 (Adobe Systems, EUA).
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Figura 11
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Figura 11. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacao do cortex pré-cuneo (PC), porcdo anterior, de onde foram provenientes
amostras de tecido para estudo de variantes morfoldgicas dos neurbnios de von
Economo (VEN) na lamina cortical V (indicada por um asterisco). sbps: sulco
subparietal. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B) Reconstrucdo de imagem a
partir de fotomicrografias de neurénio impregnado pela técnica de Golgi. Observe o
corpo celular fusiforme e a presenca de dois troncos dendriticos primérios principais,
ramo colateral somatico mais fino e pouca ramificacdo dendritica subsequente.
Ajustes de contraste na imagem foram feitas com o programa Photoshop CS3
(Adobe Systems, EUA).
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Figura 12. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacao do cértex pré-cuneo (PC), porcdo anterior, de onde foram provenientes
amostras de tecido para estudo de variantes morfolégicas dos neurbnios de von
Economo (VEN) na lamina cortical VI (indicada por um asterisco). sbps: sulco
subparietal. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B) Reconstrugédo de imagem a
partir de fotomicrografias de neurénio impregnado pela técnica de Golgi. Observe o
corpo celular fusiforme e a presenca de dois troncos dendriticos primarios principais,
dois ramos colaterais somatico mais finos e padrdo maior de ramificacdo dendritica
subsequente que o neurbnio apresentado na figura anterior. Imagens em maior
aumento correspondentes a cada segmento sao indicadas por letras
correspondentes. O angulo de visualizagdo dos ramos dendriticos e seus espinhos
foi modificado do original para permitir uma visualizagcdo dos elementos. Os
espinhos dendriticos foram classificados em: achatado (s), espesso (w), em formato
de cogumelo (m) ou atipico (a). Ajustes de contraste na imagem foram feitas com o
programa Photoshop CS3 (Adobe Systems, EUA).
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Figura 13. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacdo do cortex pré-cuneo (PC), porcdo intermediaria, de onde foram
provenientes amostras de tecido para estudo de variantes morfologicas dos
neurénios de von Economo (VEN) na lamina cortical V (indicada por um asterisco).
sbps: sulco subparietal. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B) Reconstrucéo de
imagem a partir de fotomicrografias de neurbnio impregnado pela técnica de Golgi.
Observe o corpo celular de aspecto entre fusiforme e piramidal, presenca de dois
troncos dendriticos primarios principais em polos opostos além da presenca de um
terceiro ramo dendritico primario sem caracteristica de ramo basal piramidal. Os
ramos dendriticos apresentam ramificacdes com espinhos dendriticos pleomaorficos.
Imagens em maior aumento correspondentes a cada segmento sao indicadas por
letras correspondentes. O angulo de visualizacdo dos ramos dendriticos e seus
espinhos foi modificado do original para permitir uma visualizacdo dos elementos.
Os espinhos dendriticos foram classificados em: achatado (s), espesso (w), fino (t),
em formato de cogumelo (m), ramificado (r) ou atipico (a). O asterisco acima de uma
letra significa a presenca de espinula no espinho dendritico correspondente. Ajustes
de contraste na imagem foram feitas com o programa Photoshop CS3 (Adobe
Systems, EUA).
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Figura 14. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacdo do cortex pré-cuneo (PC), porcao intermediaria, de onde foram
provenientes amostras de tecido para estudo de variantes morfolégicas dos
neurdénios de von Economo (VEN) na lamina cortical VI (indicada por um asterisco).
sbps: sulco subparietal. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B) Reconstrucéo de
imagem a partir de fotomicrografias de neurbnios impregnado pela técnica de Golgi.
Observe os formatos dos corpos celulares fusiforme (a direita) ou fusiforme a
piramidal (a esquerda) e o0 aspecto dos principais ramos dendriticos primarios e dos
demais prolongamentos celulares. Ajustes de contraste na imagem foram feitas com
0 programa Photoshop CS3 (Adobe Systems, EUA).
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Figura 15
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Figura 15. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacao do cértex pré-cuneo (PC), porcdo anterior, de onde foram provenientes
amostras de tecido para estudo de variantes morfoldgicas dos neurbnios de von
Economo (VEN) na lamina cortical VI (indicada por um asterisco). sbps: sulco
subparietal; PCL: l6bulo paracentral. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B)
Reconstrucdo de imagem a partir de fotomicrografias de neurdnios impregnado pela
técnica de Golgi. Observe os formatos dos corpos celulares, ambos fusiformes, a
presenca de dois ramos dendriticos primarios e a diferenca no padrédo de
ramificacdo dendritica subsequente. O neurdnio a direita tem similaridade com VEN
de tipo 1 e o neurdnio a esquerda com VEN de tipo2 ou 3 de lamina V do PC.
Ajustes de contraste na imagem foram feitas com o programa Photoshop CS3
(Adobe Systems, EUA).
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Figura 16. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano
indicando a localizacdo do cértex pré-cuneo (PC), porcdo anterior, de onde foram
provenientes amostras de tecido para estudo de variantes morfolégicas dos neurénio
de von Economo (VEN) na lamina cortical VI (indicada por um asterisco). sbps: sulco
subparietal; PCL: l6bulo paracentral. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B)
Reconstrucdo de imagem a partir de fotomicrografias de neurénio impregnado pela
técnica de Golgi demonstrando similaridade com VEN de tipo 1. Observe o corpo
celular fusiforme e o padrao restrito da ramificacdo dendritica. Imagens em maior
aumento correspondentes a cada segmento sdo indicadas por letras
correspondentes. O angulo de visualizagdo dos ramos dendriticos e seus espinhos
foi modificado do original para permitir uma visualizacdo dos elementos. Os
espinhos dendriticos foram classificados como achatado (s) ou espesso (w). Ajustes
de contraste na imagem foram feitas com o programa Photoshop CS3 (Adobe
Systems, EUA).
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Figura 17
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Figura 17. (A) Desenho esquemético de visdo medial do encéfalo humano
indicando a localizagdo do cortex pré-cuneo (PC), porcdo anterior, de onde foram
provenientes amostras de tecido para estudo de variantes morfolégicas dos neurénio
de von Economo (VEN) na lamina cortical VI (indicada por um asterisco). sbps: sulco
subparietal; PCL: I6bulo paracentral. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B)
Reconstrucdo de imagem a partir de fotomicrografias de neurénio impregnado pela
técnica de Golgi demonstrando similaridade com VEN dos tipos 2 ou 3. Observe o
corpo celular fusiforme e o padrdo mais profuso da ramificacdo dendritica com
espinhos dendriticos pleomorficos. Imagens em maior aumento correspondentes a
cada segmento séo indicadas por letras correspondentes. O angulo de visualizagéao
dos ramos dendriticos e seus espinhos foi modificado do original para permitir uma
visualizacdo dos elementos. Os espinhos dendriticos foram classificados em:
achatado (s), espesso (w), fino (t), em formato de cogumelo (m), ramificado (r) ou
atipico (a). Ajustes de contraste na imagem foram feitas com o programa Photoshop
CS3 (Adobe Systems, EUA).
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Figura 18. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacao do cortex pré-cuneo (PC), porcao anterior, de onde foram provenientes
amostras de tecido para estudo de variantes morfoldgicas dos neurbnios de von
Economo (VEN) na lamina cortical VI (indicada por um asterisco). sbps: sulco
subparietal; PCL: I6bulo paracentral.. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B)
Reconstru¢do de imagem a partir de fotomicrografias de neurdnio impregnado pela
técnica de Golgi. Observe o corpo celular entre fusiforme a piramidal, a presenca de
dois troncos dendriticos primarios principais com angulacdo aguda entre si e pouca
ramificacdo subsequente. Ajustes de contraste na imagem foram feitas com o
programa Photoshop CS3 (Adobe Systems, EUA).
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Figura 19. (A) Desenho esquematico de visdo medial do encéfalo humano indicando
a localizacdo do cortex pré-cuneo (PC), porcdo intermediaria, de onde foram
provenientes amostras de tecido para estudo de variantes morfologicas dos
neurénios de von Economo (VEN) na lamina cortical VI (indicada por um asterisco).
sbps: sulco subparietal. Adaptado do atlas de Mai et al. (2008). (B) Reconstrucéo de
imagem a partir de fotomicrografias de neurdnio impregnado pela técnica de Golgi.
Observe o corpo celular com aspecto fusiforme, a presenca de varios ramos
dendriticos primérios com espessuras diferentes e o padrdo de ramificagdo
subsequente. Ajustes de contraste na imagem foram feitas com o0 programa
Photoshop CS3 (Adobe Systems, EUA).
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5. DISCUSSAO

O estudo da forma dos neurdnios tem implicacdo na elaboracao de hipoteses
sobre seu funcionamento, principalmente no encéfalo humano e todas as
dificuldades inerentes a seu estudo (Ramén y Cajal, 1911; Dall’Oglio et al., 2013,
2015). Embora com a técnica de Nissl ndo se tenha possivel evidenciar diferencas
entre os VENs da lamina V do PC humano, as particularidades morfolégicas de cada
um desses neurdnios ficaram evidente com o emprego complementar da técnica de
Golgi. Com isso, a ramificacdo dendritica a partir de dois dendritos primérios e o
padrdo de ocorréncia e distribuicdo dos espinhos dendriticos sugere fortemente que
os VENs do PC tém diferencas morfofuncionais entre si. De fato, os neurénios aqui
observados apresentam corpo celular fusiforme e dois ramos dendriticos primarios
com orientacdo longitudinal, o que é carateristicos dos VENSs, tanto isolados ou
formando agrupamentos, na lamina cortical V, como tem sido descrito na literatura
para outras regides corticais, incluindo-se o giro do cingulo anterior e a regido fronto-
insular (Nimchinsky et al., 1995; Watson et al., 2006; Butti et al., 2013; Raghanti et
al., 2015). A estrutura dendritica é determinante para compreender o processamento
singptico e a variabilidade na arborizacdo dendritica, somado ao padrdo de
distribuicdo, o numero e a forma dos espinhos dendriticos, indica especializacdo de
funcdes neurais integradas em circuitos respectivos (Liu e Sanes, 2017). Neste
sentido, nossos dados sugerem que 0s neurdnios estudados nas laminas corticais V
e VI constituem pecas-chave no processamento e integracao sinptica nas regides
anterior e intermediaria do PC, as quais estdo associadas funcionalmente com um
processamento sensorio-motor e cognitivo, respectivamente (Margulies et al., 2009;
Bruner et al., 2014). A importancia dos VENs e de suas variantes sera descrita a
seguir. N&do obstante, é preciso ressaltar que este € o primeiro relato na literatura da

presenca de VENs no PC humanao.

Conforme recentemente revisado e descrito por Junior (2018), adaptando-se
0s conhecimentos existentes para o PC humano, tem-se que ‘esses dados
morfologicos também podem ter implicacbes diretas na forma com que se faz a
integracdo sinaptica pelos VENs nos diversos circuitos neuronais, uma vez que
dendritos mais longos e ramificados oferecem superficie maior para multiplas
conexfes axonais (Jacobs et al., 1997; Dall'Oglio et al., 2008; Spruston et al.,
2013)”. Devido a sua orientacdo vertical, os VENs estdo implicados em redes
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neuronais que integram a informacg&o dentro de sua propria coluna cortical e com os
axénios que chegam nas diversas laminas corticais. Pouquissimo se sabe sobre os
espinhos dendriticos dos VENs no giro do cingulo anterior (Watson et al., 2006) ou
em outras areas corticais humanas. Essa caréncia de dados ocorre devido ao fato
de que a maior parte da literatura sobre VENs é composta por estudos sobre
densidade celular utilizando-se a técnica da tionina ou de Nissl, 0 que ndo permite
identificar os espinhos dendriticos precisamente (por exemplo, Brun e Gustafson,
1976; Allman et al., 2010; Cauda et al., 2014). Os relatos referentes a forma dos
VENs valeram-se até o0 momento de técnicas histolégicas basicas ou
imunomarcacao para componentes estruturais neuronais (Nimchinsky et al., 1995;
Vetter et al.,, 2001; Allman et al.,, 2005; Seeley, 2008). Além disso, os VENs
representam apenas 3% de todos os neurdnios presentes na camada V do giro do
cingulo humano, por exemplo (Fajardo et al., 2008), e a técnica de Golgi impregna
aleatoriamente por volta de 1% a 10% das células de uma determinada area
nervosa (Ramoén y Cajal 1901, 1911; Dall’'Oglio et al., 2007). Isso torna a chance dos
VENSs serem impregnados pela técnica de Golgi baixa. Por outro lado, quando os
resultados séo satisfatérios provém dados que permitem a classificagdo neuronal

como foi feita no presente estudo.

Os VENs apresentam diferencas na presenca, distribuicdo, nimero e
variedade de formas dos espinhos dendriticos. Considerando que a arquitetura
dendritica é determinante da fung&o neuronal, a diversidade na distribui¢cdo e forma
dos espinhos dendriticos fornece requisitos estruturais adicionais para a modulacéo
da atividade sinaptica e da integracdo da informacédo (Liu e Sanes, 2017). Os
espinhos dendriticos servem para aumentar a area de contato singptico em um
mesmo volume espacial (Bourne e Harris, 2008) e a maior parte desses contatos
serve para transmissao excitatoria (Fortin et al., 2012; Harnett et al., 2012; Brusco et
al., 2014). A forma, funcéo e propriedades plasticas dos espinhos podem variar de
acordo com a demanda sinaptica (Gonzalez-Ramirez et al., 2014; Stewart et al.,
2014) bem como prover cada area nervosa com maior capacidade de elaboragéo de
funcbes (Spruston et al., 2013; Lepousez et al., 2014). A atividade sinaptica
proporciona aos espinhos a capacidade de modular respostas bioquimicas discretas,
algumas fazendo com que haja uma compartimentalizacdo da informacéo (Yuste,

2013), ou gerar alteracbes no citoesqueleto e no formato do préprio espinho,
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transformando-o de uma forma mais imatura em madura (Fischer et al.,, 1998;
Saneyoshi et al., 2010). Assim, a forma do espinho esta relacionada diretamente
com a estabilidade e intensidade da conexdo sinaptica e 0 niumero de espinhos por
segmento dendritico se reflete na capacidade integrativa local (Oertner e Matus,
2005; Tada e Sheng, 2006). Em humanos, dada a complexidade dos circuitos
nervosos, podem existir espinhos multisinapticos estabelecendo dois contatos
excitatérios e um inibitério, em posic¢des diferentes, mesmo que no mesmo elemento
pos-sinaptico (Dall’Oglio et al., 2013, 2015). Ademais, a distancia, em relacdo ao
soma, onde a sinapse € realizada no dendrito pode afetar o quanto de voltagem é
modificada neste neurbnio. E ha dados tanto para considerar processamentos
passivos como ativos envolvendo as propriedades dos dendritos e seus canais
ibnicos dependentes de voltagem (Spruston et al., 2013). A esse raciocinio somam-
se o0s espinhos dendriticos e o formato de cada espinho, impondo mais ou menos
resisténcia para reducdo ou amplificacdo da voltagem induzida pela atividade
sinaptica (Yuste, 2013). Sinapses proximais geram maior potencial excitatério em
relacdo a sinapses realizadas nas porcdes distais do dendrito, embora nas partes
proximais possam ocorrer mais contatos inibitorios diretos no tronco dendritico
(Peters e Kaiserman-Abramof, 1970). Tudo isso precisa ser elucidado a partir de
agora para os VENSs e suas variantes do PC humano, o que acrescenta informacgao

absolutamente relevante para compreensao da funcdo complexa desta area cortical.

Conforme Raghanti et al. (2015), “os VENs estdo presentes em cérebros
relativamente grandes e mais elaborados. Isso sugere que os VENs evoluiram de
populacdes neuronais que provavelmente tinham uma morfologia piramidal em
areas corticais homoélogas em mamiferos ancestrais... Considerando a relacéo entre
morfologia e funcdo..., a notavel forma dos VENs pode estar relacionada com a
conexao de areas corticais e subcorticais distantes... com aumento da flexibilidade e
modularidade das funcdes... Pode-se, entdo, comparar VENs com células Betz em
camada Vb do cértex motor e as células Meynert na camada VI do cortex visual,
respectivamente... Similarmente, as células de Betz e Meynert tém restrita
distribuicdo, forma de agrupamentos e exibem especializacdo morfologica e
funcional...”. Neste sentido, o PC humano representa uma das maiores incégnitas no
que se refere a seu desenvolvimento ao longo na evolugdo e de nosso

desenvolvimento como espécie. Durante muito tempo foi esquecido do foco de
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estudos devido em grande parte as dificuldades metodolégicas, tanto no seu acesso,
na ocorréncia de quadros degenerativos especificos desta 4rea ou quanto a sua
manipulacdo experimental (Cavanna e Trimble, 2006). Os resultados de
imageamento funcional, como descritos na Introducédo, foram fundamentais para
entender o valor funcional desta regido. Nao obstante, o PC é uma regido altamente
variavel quanto a sua forma no cérebro humano em termos populacionais (Bruner et
al., 2014). O PC exibe diferencas no aspecto macroscopico de sua superficie medial,
podendo ser observado encurtado ou alongado, em forma quadrada ou com maior
comprimento rostrocaudal (Cavanna e Trimble, 2006). Apesar disso, pode ser que
tal variacdo anatébmica ndo venha a implicar em significancia fisiologica diferente no

ser humano (Bruner et al., 2014).

Quando comparados com primatas ndo-humanos, o PC humano parece ter
tido desenvolvimento préprio no processo de especiacdo, o qual poderia ter
contribuido a curvatura fronto-occipital e ao aumento de volume da regido parietal
posterior (Bruner et al., 2003, 2017). Assim, chama a aten¢do o papel fundamental
do PC no processo de hominizagéo, papel que poderia se igualar ao conferido pelo
cortex pré-frontal. Isso poderia implicar que os VENs e suas variantes venham a ter
tido participacdo no processo evolutivo com capacidade computacional diferenciada
em comparacdo aos neurdnios piramidais presentes na mesma lamina V cortical
(Watson et al., 2006). Duas hipoteses poderiam ser elaboradas nessa condicao: a
primeira sugere que o aumento de volume celular no PC no processo de especiacao
pode ter “diluido” os VENs nessa regidao em comparagdo com a quantidade de
neurbnios piramidais locais; ou, outra possibilidade, propde-se que o0s VENs
poderiam ter aparecido com o aumento do volume do PC no processo de
especiacdo, sendo um tipo celular fundamental que levou ao desenvolvimento de
funcBes sensoério-motoras e cognitivas de ordem superior na nossa espécie e no
contexto de maior organizac¢do social e emocional. E provavel que ambos os VENs e
suas variantes e 0s neurdnios piramidais da lamina V e/ou VI sejam parte de um
continuum de organizacao e funcdo neural celular que caracteriza a regido posterior
funcionalmente (Cavanna e Trimble, 2006; Vann et al., 2009; Bruner et al., 2014),
incluindo desde o alocértex hipocampal, areas de transicdo e até chegar nas
procoes retrosplenial, do giro cingulado posterior até, por fim, no PC. De fato, tem-se

descrito VENs nessas regides, as quais tem sido associadas (baseado nas supostas
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funcdes dos VENSs locais) com fungdes cognitivas de ordem superior. Na regido
posterior cerebral humana, os diferentes tipos de VENs, como apresentados neste
trabalho, seriam fundamentais na formacdo dos circuitos e na integracao funcional
da rede neural que interpreta e gera comportamentos baseado em informacdes
visuoespacias, emocionais, interpretativas e de auto-consciéncia (Cavanna e
Trimble, 2006; Vann et al., 2009; Bruner et al., 2014).

Com base nos dados morfolégicos basicos descritos nesta dissertacéo, torna-
se essencial que estudos adicionais venham a ser feitos para avaliar a presenca e
distribuicdo dos VENSs no coértex cingulado posterior, retrosplenial e parahipocampal
tanto no cérebro humano quanto em outros primatas. A estimativa de quando
ocorreu o surgimento filogenético dos VENSs nas regifes posteriores cerebrais, onde
esta o PC como o conhecemos hoje, pode contribuir para a compreensdo do
processo evolutivo das fun¢des neurais mais complexas. Ademais, a diferenciacao
anteroposterior do PC humano se reflete no processamento das funcdes sensorio-
motoras elaboradas na regido anterior, cognitiva multimodal na regido medial e
visual na regido posterior (Margulies et al., 2009). Ao serem observados VENs com
trés tipos de complexidade nas regifes anteriores e mediais, € possivel hipotetizar
sua importancia funcional com niveis de integracéo sinaptica e funcional crescentes.
Ou seja, adaptando-se o descrito por Watson et al. (2006) para o giro do cingulo
anterior humano, “a arquitetura dendritica mais estreita dos VENs sugere que ela
apenas processa informacdo em um subespaco de uma minicoluna, que € relatado
para ser 35-60 um de largura em seres humanos ... No caso de qualquer entrada
sindptica ou extrassinaptica, os VENs provavelmente recebem a neurotransmisséo
apenas dentro de suas minicolunas individuais ... Assim, os VENs podem ser uma
especializacdo que facilita essa rapida transmissao do sinal radial, fornecendo uma

z

resposta de saida que reflete a entrada sinaptica minicolunar...”. Esse tipo de
raciocinio bem vale para os VENs de tipo 1, mas precisa ser adaptado para
compreender que os VENSs de tipos 2 e 3 possuem radiacdo dendritica maior e mais
extensa lateralmente. Como no PC encontram-se os trés tipos morfolégicos de
VENs, é muito plausivel sugerir que, estrategicamente entre regides sensorio-
motoras primarias, occipital e parietal lateral, a presenca de mais tipos neuronais no
PC seria essencial na integracdo da informagédo sensoério-motora, cognitiva e visual.

De fato, a afirmacgéo de que “.. VENs s&o computacionalmente simples comparados
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com neurbnios piramidais” (Watson et al., 2006) valeria para os de tipo 1, mas teria
de ser expandida e possivelmente retificada para o0s tipos 2 e 3, como
demonstrados aqui e, recentemente, no giro do cingulo anterior humano (Junior,
2018).

Por fim, os presentes dados também podem servir para estudos com
implicacbes patologicas. O cOrtex parietal posteromedial menos frequentemente
encontra-se lesionado por acidentes vasculares ou traumaticos (Cavanna e Trimble,
2006). Nao obstante, ha relatos de que lesbes parietais mediais e laterais provocam
ataxia Optica (Karnath e Perenin, 2005) e simultagnosia na sindrome de Balint (Le et
al., 1998). As causas mais comuns desta condicdo € um dano occipitoparietal que
atinge o PC (Raichle et al., 2001). Outras condicfes patoldgicas tem sido associadas
a lesbes no PC, como quadros de ansiedade (Akiki et al., 2018), esquizofrenia
(Gong et al., 2014) e autismo (Cheng et al., 2015). O PC tem sido identificado como
sitio onde ocorre depdsito de beta-amildide no parénquima nervoso (Villemagne et
al., 2009), em regido que é afetada anos antes do diagnostico de deméncia (Love e
Miners, 2016). Em estudo utilizando tomografia por emissao de pésitrons, observou-
se padrao reduzido de utilizacdo de glicose no PC bilateralmente, no Iébulo parietal
inferior e no cortex cingulado posterior em pacientes que apresentavam doenca de
Alzheimer (Eustache et al., 2004). A perda de espinhos dendriticos poderia alterar a
complexa rede funcional da regido cerebral posterior e, de fato, isso ocorre na regiao
do PC e se relaciona com os diferentes graus de deficiéncia cognitiva presentes na
doenca de Alzheimer (Mi et al., 2017). Assim, o conhecimento sobre a existéncia de
diversos tipos de VENs e suas variantes no PC humano pode contribuir no
entendimento da fungdo normal e seu comprometimento em diversas doencas, as
quais tem como base o comprometimento das func¢des primarias dessa regio.
Realizar estudos sobre co-localizagdo entre VENs, marcadores de espinhos
dendriticos e de alteracbes neurodegenerativas em sujeitos com doenca de
Alzheimer permitira evidenciar a real contribuicdo dos VENs na fisiopatogenia de

doencas cognitivas.

Nao se conheciam os diferentes tipos de VENs e suas variantes no PC
humano. Nossos dados sdo os primeiros a detalhar esse grupo celular cortical
claramente heterogéneo. Em conjunto, os dados morfologicos aqui apresentados

contribuem para avancar o conhecimento do PC humano e propor novas linhas de

76



investigacdo promissoras para sua citoarquitetura, hodologia e implicacdes
funcionais e patoldgicas.
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6. CONCLUSOES

Neurbnios com aspecto morfoldégico de VENs existem no PC humano como
evidenciado pelas técnica de coloracdo de Nissl e pela impregnacéo pela prata com

0 emprego da técnica de Golgi adaptada para tecido nervoso postmortem.

Ha trés tipos de VENSs na lamina V das porc¢des anterior e intermediaria do PC

humano.

Variantes morfolégicas dos VENs sdo encontradas em ambas laminas V e VI

do PC humano.

78



7. PERSPECTIVAS

Estudar possiveis modificacfes na estrutura dos ramos dendriticos, na forma
e no numero dos espinhos dendriticos dos VENs da lamina V do PC humano em

caso de quadros demenciais.

Empregar técnica de microscopia eletrbnica de transmissédo para estudo do
tipo de contato e o aspecto ultraestrutural sinaptico nos troncos e espinhos
dendriticos de cada tipo de VEN no PC humano.

Estabelecer as semelhancas e diferencas morfolégicas e de organizacao

sinaptica entre os VENSs e 0s neurdnios piramidais da lamina V do PC humano.

Determinar se os tipos morfologicos que parecem variantes dos VENs
possuem marcadores celulares que permitam identifica-los como sendo de uma

mesma familia neuronal ou se sdo subpopulac¢des diferentes celulares.
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9. ANEXOS
ANEXO |
9.1 Questionario IQCODE adaptado para o Brasil conforme Lourengo & Sanchez,

2014

Infarmant Questionnaire on Cognitive Decline in the Elderly (QCODE-BR): versdo para uso no Brasil.

"Gostaria gue ola) Senhoria) recordasse o estado emque o Srla) X se encontrava ha dez anos, em 19, e o comparasse com seu estado atual. Descrevernos abaixoe
situagdes em que elela) tenha de usar a meméria cu o raciocinio e eu gostaria gue ofa) 5ria) dissesse se, nesse aspecto, ele{a) melhorou, piorou, ou permaneceu
na mesma nas Gltimos 10 anos. E muito importante comparar o desempenho atual do Sr(a) X com o de 10 anos atras. Deste modo, se hi dez anos ele{z) sempre
se esquecia onde havia deixado as coisas e isso ainda acontece, entdo isto serd considerade como "POUCA MUDANCA", Diga-me, a seguir as mudangas gue

ola) Senhorla) cbservou, apontando no cartSo a melhor resposta para cada item. Comparado com seu estade ha dez ancs, com esta o Sria) X para...”.

Itens Muito Um pouco Pouca Um pouco Muito

melher melhor mudanga pior pior

1. Lembrar de rostos de parentss & amigos 1 3
2. Lembrar dos nomes de parentes e amigos 1 2 3 4 5
3. Lembrar de fatos relacionados a parentes & amigos comao,
por exempla: suas profissdes, aniversdrios & enderegos 1 2 3 4 5

4. Lembrar de acontecimentos recentes 1 2 3 4 5
5. Lembrar de conversas depois de pouces dias 1 2 3 4 5
6. Mo meio de uma conversa, esquecer o que ele(a) queria dizer 1 2 3 4 5
7. Lembrar do préprio endereco e telefone 1 2 3 4 5
B. Saber o dia, 0 més em que estamos 1 2 3 4 5
9. Lembrar onde as coisas sdo geralments guardadas 1 2 3 4 5
10. Lernbrar onde encontrar coisas que foram guardadas em

lugares diferentes daqueles em que costuma guardar 1 2 3 4 5
11. Adaptar-se a gqualguer mudanga no diz-a-dia 1 2 3 4 5
12. Saber utilizar aparelhos domésticos 1 2 3 4 5
13. Aprender a utilizar um nove aparelho existents na casa 1 2 3 4 5
14, Aprender coisas novas em geral 1 2 3 4 5
15, Lemnbrar das coisas gque aconteceram na juventude 1 2 3 4 5
16. Lembrar de coisas que elela) aprendeu na juventude 1 2 3 4 5
17. Entender o significado de palavras pouco utilizadas 1 2 3 4 5
18. Entender o que & escritc em revistas e jormnais 1 2 3 4 5
1%. Acompanhar histérias em livros ou em programas de televisio 1 2 3 4 L
20, Escrever uma carta para amigos ou com fins profissienais 1 2 3 4 5
21, Conhecer importantes fatos histéricos 1 2 3 4 5
22 Tomar decistes no dia-a-dia 1 2 3 4 5
23, Lidar com dinheiro para as compras 1 2 3 4 5
24, Lidar com assuntos financeiros, por exemplo:

aposentadoria e conta bancéria 1 2 3 4 5
25. Lidar com outros cilculos do dis-a-dia, por exemplo:

quantidade de comida a comprar, hd gquanto tempo ndo

recebe visitas de parentes ou amigos 1 2 3 4 5
26, Usar sua intsligéncia para compresndsr e pensar

sobre o que estd acontecendo 1 2 3 4 5
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ANEXO 11l

9.3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) utilizado apds aprovacao
do CEP da UFCSPA aprovado sob numero 11567/10.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O projeto de pesquisa intitulado “Prevaléncia e caracterizagdo pos-mortem de alteragGes
neurodegenerativas no tronco encefilico e bulbo olfatério de cadaveres acima de 55 anos
submetidos a verificacdo de obito e suas possiveis correlagées com manifestagoes clinicas” tem por
objetivo estudar as alteracdes neurodegenerativas (depdsitos de proteinas) presentes no cérebro de
pessoas acima de 55 anos, falecidas de morte natural, causadas por problemas ndo cerebrais. Além
disso, gostariamos de relacionar estas alteragdes com algumas manifesta¢des clinicas que os
pacientes apresentassem, sendo que para isso vocé responderd um questiondrio sobre algumas
possiveis alteracdoes de marcha e de comportamento apresentadas pelo seu familiar.

Para que este estudo possa acontecer é necessdria a doacdo do cérebro do seu familiar. Para
seu conhecimento, o cérebro é retirado pelo médico legista durante a necropsia onde este é
examinado como rotina. Em funcdo disso, ndo se soma nenhum desconforto ou risco para o falecido,
familiares ou responsaveis legais da pessoa falecida, j3 que o procedimento a ser realizado é o
habitual e estd indicado por normas técnicas/académicas legais. Ndo serd realizado nenhum
procedimento a mais para este estudo. A diferenga, no caso de sua concordancia, é que, ao invés de
ser descartado apds a analise, o cérebro serd utilizado para pesquisa. O material serd estudado e
ficara guardado, para estudos futuros, no Banco de Cérebro vinculado ao no Laboratério de Patologia
da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, R. Sarmento Leite, 245, Porto Alegre —
RS. Gostariamos de enfatizar que com a sua colaboracdo, daqui a alguns anos poderemos estar
ajudando milhares de pessoas com problemas de deméncia, pois a partir deste estudos, queremos
entender o processo de envelhecimento do cérebro. Se o familiar ou responsavel legal pela pessoa
falecida tenha alguma dudvida sobre o que foi informado acima, poderda perguntar a qualquer um dos
pesquisadores envolvidos neste estudo. Podera também nao querer participar deste estudo, pedindo
para que o cérebro ndo seja utilizado por nds na pesquisa, sem que isso acarrete nenhum prejuizo na
qualidade do procedimento. Também poderd abandonar esta pesquisa ho momento em que bem
entender, sem que isso acarrete necessidade de justificativas ou qualquer tipo de indenizagao.

Os autores deste estudo se comprometem a divulgar os resultados obtidos para o avanc¢o do
conhecimento cientifico de maneira a ndo expor dados pessoais completos que possam identificar as
pessoas que contribuiram para esta pesquisa.

Caso eu tenha novas perguntas sobre a doag¢do ou este estudo, posso entrar em contato com
a Prof? Arlete Hilbig (pesquisadora responsdvel), e/ou com Francine Hehn de Oliveira
(pesquisadora aluna de mestrado) no endereco R. Sarmento Leite, 245, Porto Alegre — RS, telefone O
xx 51 33039000 ramal 8802. Para qualquer pergunta sobre os meus direitos como participante deste
estudo ou se penso que fui prejudicado pela minha participagdo, posso chamar o coordenador do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Ciéncias da Satde de Porto Alegre, Prof. José
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Geraldo V. Taborda, ou seu substituto, na R. Sarmento Leite, 245, Porto Alegre — RS/ telefone 0 xx 51

3303 8804. Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento

Assinatura de familiar ou do responsavel legal

Nome do familiar e grau de parentesco

Assinatura de testemunha

Assinatura do Pesquisador

Nome do Pesquisador

Data: _ / /
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