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Resumo

Introdugdo. O complexo amigdaliano humano é formado por diversos ndcleos. Pouco
se sabe sobre o nucleo cortical da amigdala, o qual faz parte da denominada amigdala
vomeronasal. Pouco é conhecido de seus componentes celulares, suas conexdes e

funcdes em seres humanos até o momento.

Objetivos. Descrever os componentes neuronais presentes no nucleo cortical da
amigdala humana, buscando obter dados sobre sua morfologia, caracterizando-os
pelo formato do soma, nimero de dendritos primarios e padrdo de ramificacdo, além

da presenca, distribuicdo, densidade e forma dos espinhos dendriticos locais.

Materiais e métodos. Foram estudadas pecas anatbmicas do lobo temporal de
ambos hemisférios cerebrais obtidas de homens adultos post-mortem (N= 8, 47-68
anos) e submetidas a técnica de tionina, a técnica de imunohistoquimica para a
proteina 4cida fibrilar glial e a técnica de Golgi adaptada para tecido humano fixado
em formol a 10% por longa data. A obtencdo de imagens foi realizada empregando-se
microscopio de luz acoplada a computador com programa de andlise de imagem
(Image-Pro Plus 7.0). Para elaboracdo das imagens dos neurdnios e sua forma geral
bidimensional foi utilizado o programa Adobe Photoshop CS3 (EUA). Para a
reconstrucdo tridimensional dos espinhos dendriticos foi desenvolvido algoritmo de

processamento de imagens.

Resultados. Foram observados astrocitos protoplasmaticos e identificadas 10 formas
neuronais diferentes no nucleo cortical da amigdala humana, a saber: neurdnios
piramidal modificado (pyramidal-like), fusiforme, angular-esférico, triangular,
retangular, poligonal-estrelado, redondo-conico, pear shaped, fork-like e “pequeno”.
Espinhos com formato fino (thin), achatado (stubby), espesso (wide), de tipo cogumelo
(mushroom), ramificado (ramified), atipico ou de transicdo (atypical or transitional)
foram observados em todos os neurbnios estudados, guardadas particularidades de

ramificagdo dendritica de cada um deles.

Conclusdo. O ndcleo cortical da amigdala humana apresenta neurbnios tipo
piramidal-like. Isso lhe confere caracteristicas de area de transi¢do para o alocértex e
de area de surgimento evolutivo de tais neurbnios no continuum subcortical-alocértex-
neocoértex. Muito importante toda a diversificada celularidade encontrada neste nucleo
pode significar que esta regido desempenhe mudltiplas funcdes de integracdo e

processamento de informac¢des em seres humanos.



Abstract

Introduction. The human amygdaloid complex is formed by several nuclei. Little is
known about the amygdala cortical nucleus which is part of the denominated
vomeronasal amygdala. Little is at the moment known of its cellular components, its

connections and functions in humans.

Objetives. We aim to describe the neuronal components present in the human
amygdala cortical nucleus, seeking to obtain data about its morphology, detailing soma
shape, number of primary dendrites and branching pattern, as well as the presence,

distribution, density and shape of the local dendritic spines.

Materials and methods. Were studied anatomical pieces of the both temporal lobe of
postmortem men (N = 8, 47-68 years) and submitted to tionin technique, to a glial
fibrillary acidic protein immunohistochemistry technique and to Golgi technique adapted
for fixed human tissue in 10% formaldehyde for a long time. The imaging was
performed using a light microscope coupled to a computer with the image analysis
program (Image-Pro Plus 7.0). For the elaboration of the images of the neurons and
their general two-dimensional form the program Adobe Photoshop CS3 (USA) was
used. For a dendritic spines three-dimensional reconstruction was developed by using

an image algorithm process.

Results. Protoplasmic astrocytes were identified and ten different neuronal forms were
identified in the human cortical amygdala, one known: pyramidal modified (pyramidal-
like), fusiform, angular or spherical, triangular, rectangular, polygonal-starry, round-
conical, fork-like and small neurons. Thin spines, stubby, wide, mushroom shape,
ramified, atypical or transitional were observed in all neurons studied, preserving the

particularities of dendritic ramification of each one.

Conclusion. The cortical nucleus of human amygdala presents pyramidal-like
neurons. This finding is a features the transition area to the alocortex and an area of
evolutionary development of such neurons in the continuum subcortical-alocortex-
neocortex. Very important all the cellular diversity found in this nucleus may suggest
that this region performs several functions of integration and information processing in

humans.
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. INTRODUCAO

1. O complexo amigdaliano humano

O complexo amigdaliano (amigdala ou “complexo amigdaloide”; Gloor, 1997,
de Olmos, 2004; Rasia-Filho e Hilbig, 2005) humano é uma intrincada estrutura
subcortical no telencéfalo basal importante na percepgéo, elaboracéo e consolidagcao
de memdria e aprendizado relacionados a comportamentos sociais (Edwards et al.,
1997; de Olmos, 2004). Dessa forma, estd envolvido na modulagdo de funcgdes
neuroenddcrinas, em mecanismos de respostas viscerais e em padrdes complexos de
integracdo de comportamentos, tais como as respostas de medo, defesa,
agressividade e reproducao (Flynn, 1967; Benjamin e Jackson, 1974; Beltramino e
Taleisnik, 1978; Carrer, 1978; De Vito e Smith, 1982; Fahrbach et al., 1983; Fuchs e
Siegel, 1984; Dunn, 1987; Gloor, 1997; Maren, 1999; Adolphs e Tranel, 2003). A
literatura apresenta varios estudos da amigdala em modelos animais (Gloor, 1997;
Rasia-Filho et al., 1999; de Olmos, 2004) e mais recentemente, em seres humanos
(Dall'Oglio et al., 2013, 2015).

7

O complexo amigdaliano é formado por diversos grupos de nulcleos e
subnucleos (Gloor, 1997; Yilmazer-Hanke, 2012). Compreender esta estrutura
heterogénea tornou-se um desafio porque € preciso estabelecer relacdes filogenéticas,
histogenéticas, ontogenéticas, anatbmicas, histolégicas e funcionais entre diferentes
espécies. Estudos em seres humanos sédo ainda mais dificeis de realizar por todas as
limitagcbes que envolvem critérios de inclusdo e exclusdo de amostras para estudo,
pela variabilidade que pode existir dentro de uma mesma populagdo humana e todos
0s requisitos éticos necessarios para sua realizagdo. Adicionalmente, experimentos
em modelos animais seguem diferentes metodologias e, quando comparado com o
gue esta descrito para seres humanos, ha poucos dados na literatura envolvendo
estudos com outros primatas ou mesmo com abordagem detalhada que permita servir
de referéncia para estudos comparativos. O objetivo desta dissertacdo é descrever 0s
componentes celulares existentes em um dos nucleos amigdalianos humanos e, com

isso, sugerir possibilidades de entendimento de suas funcdes.
1.1. Divisdo anatbmica e conexdes amigdalianas

Em seres humanos, o complexo amigdaliano é formado por grupos de nucleos
encontrados em ambos hemisférios cerebrais em posicdo subcortical na regido

anteromedial do lobo temporal (Yilmazer-Hanke, 2012). Apresenta um aspecto

11



macroscépico ovoide assemelhado a uma améndoa, de onde vem sua nomenclatura
original, mas é importante ressaltar que ndo possui bordos claramente definidos
(Brodal, 1981; Everitt, 1995; Gloor, 1997; de Olmos, 2004; Mai et al., 2015). Antero-
posteriormente mede em torno de 23mm. Sua largura chega a aproximadamente

31mm e sua dimenséo dorso-ventral maxima € de 29mm (Mai et al., 2015; Figura 1.1).

A B

Ventriculos laterais

Terceiro ventriculo

N7

Complexo

amigdaliano Cerebelo

Quarto
ventriculo

Figura 1.1 (A) Corte coronal de imagem de ressonancia nuclear magnética cerebral mostrando a
localizagdo anatdmica bilateral do complexo amigdaliano, destacado em vermelho no lado direito. (B)
Desenho da representacgdo tridimensional mostrando a localizacdo anatdmica do complexo amigdaliano

novamente identificado em vermelho. llustracéo realizada pelo préprio autor.

O complexo amigdaliano pode ser dividido em trés grupos nucleares de acordo
com sua organizacdo citoarquitetdnica, histoquimica, imunohistoquimica e hodologia
(Johnston, 1923; Valverde, 1962; Everitt, 1995; Sorvari et al., 1995; Gloor, 1997;
Swanson et al., 1998; Ulfig et al., 2003; de Olmos, 2004; Yilmazer-Hanke, 2012;
Dall'Oglio et al., 2013; Figura 1.2). Sao eles:

(1) O grupo de nucleos basolaterais (BLNG), também chamado de grupo de
nucleos corticais profundos, formado pelo nucleo lateral (La), nucleo basolateral (BL),

nucleo basomedial (BM), nucleo paralaminar (PL) e nucleo endopiriforme (Epn).
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(2) O grupo de nucleos corticais superficiais (SCLR) formado pelo nucleo
cortical (nACo), pela area de transicao amigdalo-parahipocampal (PHA) e pela area de
transicdo amigdalo-hipocampal (AHi).

(3) O grupo de nucleos centromediais (CMEA), sem caracteristica cortical,
também denominado de amigdala expandida centromedial, é formado pelos nucleos
central (Ce), medial (MeA), intercalados (ICN) e a area de transicdo amigdalo-estriatal
(Astr).

Gloor (1997) considera que, nos mamiferos, o nACo e o MeA fazem parte de
outro grupo, dos nucleos coértico-mediais ou também denominada de amigdala

vomeronasal que seria, entdo, composta por outros quatro nucleos:

(1) o ndcleo do trato olfatério lateral (NLOT), que ndo pode ser demonstrado

em humanos.

(2) o nucleo do trato olfatério acessorio (NAOT), que recebe aferéncias do
orgdo vomeronasal (OVN), que ndo estao presentes no cérebro humano pds-natal,

mas podem ocorrer na fase embrionaria.

(3) o nACo que recebe aferéncias que processam estimulos olfatérios via trato
olfatério lateral.

(4) o MeA com aferéncia similar ao nACo.

Pelas suas caracteristicas hodol6gicas, ambos nACo e MeA sdo denominados
de “amigdala olfatéria” e, pelo exposto, o grupo de nucleos cortico-mediais na espécie

humana fica reduzido a somente esses dois nucleos.

13
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2

Complexo amigdaliano B nucleo cortical

B nNucleos centromediais

I Ndcleos basolaterais

Figura 1.2 Corte coronal do cérebro humano com desenho esqueméatico mostrando os principais nucleos
no complexo amigdaliano. O grupo de nucleos basolaterais em verde, o ndcleo cortical em azul e os
nacleos centromediais em vermelho. O nicleo central esta em posi¢do inferior e o ndcleo medial em
posicao superior. Baseado em Mai et al. (2015) e Bear et al. (2016).

As conexdes extrinsecas envolvem parte do complexo amigdaliano no sistema
limbico. Especificamente, cada nucleo faz parte de uma elaborada circuitaria
recebendo aferéncias principalmente do trato olfatério lateral, do neocértex, giro
hipocampal e giro cingulado. Além disso, recebem sinais oriundos de estimulos

visuais, auditivos, gustativos e tateis (Bear et al., 2016).

As eferéncias amigdalianas sdo complexas. Nos mamiferos, sobretudo nos
primatas, parece conectar-se reciprocamente com regides alocorticais (pré-piriforme e
hipocampal), para varias regides mesocorticais e para outras isocorticais (Bear et al.,
2016). Além disso, ha conexfes extensas e reciprocas dos diversos nucleos
amigdalianos com as regibes que circundam o feixe prosencefélico medial, o
prosencéfalo basal e a area pré-6ptica no hipotalamo anterior, continuando-se a seguir
pelo tronco encefalico. Também, conecta-se com &reas talamicas e do estriado (Gloor,
1997) projetando suas eferéncias por dois sistemas principais de saida, a estria
terminal e a via amigdalo-fugal ventral. As conexdes intrinsecas ocorrem de um modo
aparentemente unidirecional em sua maior parte, onde as fibras tém origem

primariamente no BLNG, terminando-se no Ce e no MeA (Bear et al., 2016). Para as
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sinapses elaboradas no complexo amigdaliano, de acordo com revisdo de Gloor
(1997), além dos neurotransmissores classicos como glutamato e acido gama-
aminobutirico (GABA; Bian, 2013), estdo descritos no complexo amigdaliano humano
a presenca de terminais colinérgicos (Sims e Williams, 1990); dopaminérgicos;
adrenérgicos e serotoninérgicos. Também se descreve a presenca da maioria dos
peptideos encontrados no sistema nervoso central de mamiferos, tanto nos corpos
neuronais como nos terminais axonais, sendo eles: colecistocinina, peptideo intestinal
vasoativo, somatostatina, neuropeptideo Y, neurotensina, substancia P, encefalina e
galanina. Além disso, h& neurdnios neste complexo que possuem receptores para
horménios esteroides, particularmente estrogenos e androgenos (Gloor, 1997; de
Olmos, 2004).

1.2 Funcéo

Estudos em modelos animais mostram que cada nUcleo encontra-se em
circuito envolvido com uma determinada via de transmissao e fungdo (Amaral et al.,
1992; Everitt, 1995; Gloor, 1997; Sah et al., 2003; Li et al., 2015; Figura 1.3).
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Grupo | Nucleos | Aferéncias Eferéncias Circuitos envolvidos/ Fungdo

BLNG |Lla Visuais Ce, MeA Medo aprendido
BL Auditivos Meméria emocional
BM Gustativos
PL Tateis
Epn

sCLR nACo MeA, BLNG, trato olfatdrio lateral, OVN | MeA, BLNG, Ce N3do determinado ainda

PHA MeA, BLNG MeA, BLNG N3do determinado ainda
AHi
CMEA | Ce BLNG, nACo
Subst cinzenta periaquedutal Reagdo comportamental
Hipotalamo Respostas simpaticas e parassimpaticas
Cortex cerebral Experiéncia emocional
MeA BLNG, trato olfatorio lateral, OVN Elaboragdo de emogdes

Respostas aversivas olfatdrias
Ac0es centrais dos hormonios
gonadais/puberdade

Processos aversivos/faces de medo

ICN BLNG

Astr BLNG N&o determinado ainda

Figura 1.3 Resumo de aferéncias, eferéncias e fun¢des dos nucleos do complexo amigdaliano de
mamiferos. Em amarelo esta o nACo, objeto deste estudo, com fungdo ainda desconhecida em humanos.
Em vermelho vias em comum entre o nACo e o MeA. Legendas: BLNG: grupo de ndcleos basolaterais;
sCLR: grupo de nucleos corticais superficiais; CMEA: grupo de nucleos centromediais; La: nucleo lateral;
BL: nucleo basolateral; BM: nucleo basomedial; PL: nicleo paralaminar; Epn: nicleo endopiriforme;
nACo: nucleo cortical; PHA: area de transicdo amigdalo-parahipocampal; AHi: &rea de transicédo
amigdalo-hipocampal; Ce: nuacleo central; MeA: nucleo medial; ICN: nucleos intercalados; Astr: area de
transicdo amigdalo-estriatal; OVN: 6rgdo vomeronasal. Baseado em: Amaral et al. (1992), Everitt (1995),
Gloor (1997), Li et al. (2015).

O BLNG recebe sinais de estimulos visuais, auditivos, gustativos e tateis. Esta
envolvido com os circuitos do medo aprendido e na meméria emocional (Bear et al.,
2016). Os nucleos sCLR (nACo, PHA e AHi) recebem conexdes do MeA e do BLNG
(Everitt, 1995; Freese e Amaral, 2009). Enviam eferéncias para o MeA para o BLNG e
o Ce. Os nucleos CMEA, em especial o0 MeA, conecta-se com aferéncia vomeronasal
e pode ser que estejam envolvidos na elaboracdo de emocdes e de respostas
aversivas olfatérias. Ademais o Ce recebe aferéncias do BLNG e do nACo,
principalmente aferéncias da substancia cinzenta periaquedutal (implicada com a
reacdo comportamental), do hipotalamo (implicacdes com respostas simpaticas e

parassimpdticas) e do cértex cerebral (experiéncia emocional; Bear et al., 2016).

16



A forma indireta de buscar compreender as fun¢des dos diversos ndcleos da
amigdala é relaciond-los com patologias do sistema nervoso central (SNC). Os
primeiros casos relatados foram com pacientes que tiveram necessidade de realizar
amigdalectomia ou retirada dos tercos anteriores dos lobos temporais. Esses
pacientes apresentaram a sindrome de Kluver—-Bucy com atenuacdo de emocoes,
agnosia visual e tendéncia a exploragéo de objetos com a boca, dentre outros achados
(Hayman et al., 1998; Carroll et al., 1999). Na rara sindrome genética de Urban-Wiethe
existe atrofia amigdaliana e diminui a capacidade de reconhecer o medo nas
expressoes faciais (Staut e Naidich, 1998; Conti e Arnoni, 2015). Nos exames de
ressonancia nuclear magnética funcional observa-se ativagdo amigdaliana induzida
por medo ou apoés visualizarem-se expressdes faciais zangadas, o que sugere a
elaboracéo de resposta emocional inconsciente principalmente no Ce (Hamann et al.,
1999; Bear et al., 2016). J& o BL esta implicado com modulacdo da fungéo visceral,
dado o aumento da frequéncia cardiaca e a elevagdo da pressdo arterial como
resposta aprendida a estimulos emocionais. Tal acdo também ocorre ao ser

visualizada imagem de tema assustador (Breiter et al., 1996).

Por fim, o complexo amigdaliano também tem sido relacionado em algumas
patologias degenerativas do SNC, como no caso da Doenca de Alzheimer (Benzing et
al., 1992), na Coréia de Huntington (de Olmos, 2004), na epilepsia do lobo temporal
(Pitkanen et al., 1998), em alguns disturbios psiquiatricos como no transtorno bipolar
(Garrett e Chang, 2008), em comportamentos agressivos e defensivos, geralmente
associados a depressédo, no transtorno do estresse pdés-traumatico (Protopopescu et
al., 2005; Rasia-Filho e Hilbig, 2005; Aust et al.,, 2014), no autismo (Zirlinger e
Anderson, 2003; Schumann e Amaral, 2006; Amaral et al., 2008) e na esquizofrenia
(Fudge e Emiliano, 2003).
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2. O nucleo da amigdala cortical
2.1 Anatomia

O nACo, assim como o PHA e AHi, faz parte do sCLR. O nACo esté localizado
de forma superficial medial na porgéo superior do complexo amigdaliano, lateralmente
ao sulco semianular do lobo temporal, superior aos nucleos que compéem o BLNG
sendo separado pelo feixe de fibras caudomedial intermediaria (icm) e, medialmente
ao MeA (de Olmos, 2004; Yilmazer-Hanke, 2012). Possui formato alongado que se
estende ao longo da maior parte do eixo anteroposterior deste complexo medindo em
torno de 11,3mm, com largura mediolateral de aproximadamente 5mm em sua maior

porcao e altura préximo de 4,5mm (Mai et al., 2015).

O nACo humana pode ser dividido em duas partes no plano coronal: o nlcleo
da amigdala cortical anterior (AC0), que correspondente aos primeiros 5,7mm de
extensdo e e 0 nucleo da amigdala cortical posterior (PCo), ocupando os 5,6mm
restantes. A ACo pode ser subdividida adicionalmente em duas outras regides. A parte
dorsal do nacleo da amigdala cortical anterior (ACoD) em posi¢cao superior e a parte
ventral do nucleo da amigdala cortical anterior (ACoV) em posicao inferior (Mai et al.,
2015; Figuras 1.4 e 1.5). Tais delimitagbes necessitam, no entanto, de maior
embasamento metodolégico que as justifiquem e, cautelosamente, considera-se que
os bordos precisos do nACo e de cada subnucleo necessitam de estudos adicionais
basedos na citoarquitetura local, marcadores celulares, hodologia e funcbes
elaboradas.
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Posterior

Anterior PCo

ACo

Figura 1.4 Representacéo tridimensional do nicleo da amigdala cortical e suas subdivisdes. Legendas:
ACo: amigdala cortical anterior; ACoD: amigdala cortical dorsal; ACoV: amigdala cortical ventral; BLVM:
nacleo basolateral ventromedial; BM: nicleo basomedial; icm: intermediate caudomedial fiber system;
PCo: amigdala cortical posterior. Coordenadas: S: superior; |: inferior; M: medial; L: lateral; A: anterior; P:
posterior. Baseado em Mai et al. (2015).
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Figura 1.5. Desenho esquematico dos componentes do nucleo cortical da amigdala humana em cortes
coronais sequenciais no sentido antero-posterior. (Em A, 1,3mm; em B, 2,7mm; em C, 4,0mm; e, em D,
6,7mm posterior a plano de corte arbitrario na altura da comissura anterior). Legenda: AAA: area da
amigdala anterior; ACo: amigdala cortical anterior; ACoD: amigdala cortical dorsal; ACoV: amigdala
cortical ventral; Al: ilha da amigdala; AStr: area de transicdo amigdalo-estriatal; BL: basolateral; BLVM:
basolateral ventromedial; BM: basomedial; Ce: amigdala central; CxA: &rea de transicdo
corticoamigdaliana; Ent: capsula do cortex entorrinal; La: lateral; LaDL: amigdala lateral dorsolateral; LiCl:
claustro limitante; HiH: cabec¢a hipocampal; opt: tracto 6ptico; MeA: amigdala medial; PACI: claustro
periamigdaliano; PAM: cortex periamigdaliano; PCo: amigdala cortical posterior; PHA: area de transigdo
da amigdala parahipocampal. PirT: cortex piriforme; Puv: putamen ventral; sas: sulco semianular; SODL:
regido dorso lateral do nucleo supradptico; TCl: claustro temporal; TLV: corno temporal do ventriculo
lateral; Un: uncus; unc: fasciculo uncinato. Adaptado de Mai et al. (2008) e conferido na verséo do atlas
de Mai et al. (2015).

Existe, além disso, uma urgente necessidade de unificar a terminologia
anatdmica empregada para descrever o nACo humana. De fato, a terminologia usada

na literatura é inconsistente e por vezes contraditoria (Figura 1.6).
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Gloor (1997) de Olmos (2004) Mai et al. (2015)
Dorsolateral (dorsal) ACo DACo ACoD
Ventromedial (ventral) VACo ACoV
VCo RVCo
CVCo PCo

Figura 1.6 Correlacdo de divisdo anatdmica dos nlcleos da amigdala cortical humana conforme os
principais autores. Legenda: ACo: amigdala cortical anterior; VCo: amigdala cortical ventral; DACo:
amigdala cortical anterior dorsal; VACo: amigdala cortical anterior ventral; RVCo: amigdala cortical ventral
rostral; CVCo: amigdala cortical ventral caudal; ACoD: amigdala cortical anterior dorsal; ACoV: amigdala
cortical anterior ventral; PCo: amigdala cortical posterior. Baseado em Gloor (1997), de Olmos (2004), Mai
et al. (2015).

As diferentes terminologias e subdivisbes propostas até o momento refletem a
complexidade em localizar os subnucleos do nACo (Gloor, 1997; de Olmos, 2004; Mai
et al., 2015) e dificuldades nas tentativas de simplificar critérios para delimitacao
nuclear somente baseados na interpretacdo da citoarquitetura desse nucleo.
Adicionalmente, de Olmos (2004), baseado em extensa revisédo de literatura e achados
em varios mamiferos, dividiu cada subnucleo cortical em camadas, relacionando-as
com o achado de metais pesados e neurotransmissores encontrados em cada regiao.
Segundo tais critérios todos os subnucleos do nACo apresentam trés camadas com
componentes e densidades celulares caracteristicas, a saber:

a) Parte dorsal do nacleo da amigdala cortical anterior (ACoD): localizada
anteriormente e em posicdo dorsolateral no nACo, apresenta-se com uma distribuicao
homogénea de fibras nervosas em sua estrutura. Suas camadas séo razoavelmente
bem estruturadas. Sua separacdo com o0s nucleos basomediais é feita de forma

evidente pelo icm. Trés camadas ocorrem da seguinte forma:

Primeira camada: ampla camada molecular com grande quantidade de células
da glia. Apresenta grande quantidade de pequenos neurdnios fusiformes e poucos

neurdnios grandes tipo pyramidal-like.
Segunda camada: campo com distribuicdo de neurdnios homogénea.

Terceira camada: campo com distribuicAo de neurbnios igualmente

homogénea.

b) Parte ventral do nucleo da amigdala cortical anterior (ACoV): localizada
anteriormente e em posicdo ventromedial no nACo, apresenta-se com uma

distribuicdo randémica de fibras nervosas. Suas camadas sdo bem mais estruturadas
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em comparacdo com a ACoD. Sua separacdo dos nacleos basomediais € feita pelo

icm de forma bem evidente.

Primeira camada: pequena camada molecular que apresenta moderada
gquantidade de células da glia. Observam-se neurénios fusiformes e neurbnios tipo

pyamidal-like. Camada pobre em fibras.

Segunda camada: ocorrem neurdnios fusiformes difusamente agrupados.

Camada pobre em fibras.

Terceira camada: neurdnios fusiformes difusamente agrupados. Camada rica

em fibras.

¢) Nucleo da amigdala cortical posterior (PCo): localizada posteriormente ao
nucleo da amigdala cortical anterior (ACoD e ACoV), sua separa¢do com 0s nucleos

basomediais é feita pelo icm mas os limites ndo séo claros.
Primeira camada: Observamos densidade acentuada de células tipo fork-like.

Segunda camada: densidade menos acentuada de células tipo fork-like em

comparagdo com a primeira camada. Presenca de neurdnios de forma angular.

Terceira camada: pouca densidade de células tipo fork-like em comparacéo

com a segunda camada. Presenca de neurénios de forma angular.

De acordo com de Olmos (2004), o nACo apresenta baixa quantidade zinco em
vesiculas sinapticas em comparagcdo com o0s demais nuacleos do complexo
amigdaliano. H& pequena concentragdo deste metal nas primeiras camadas deste
ndcleo, aumentando a concentracdo progressivamente até sua terceira camada.
Esses neurdnios contendo zinco sdo glutamatérgicos (Frederickson et al., 1992, 2000).
O nACo recebe conexfes da MeA e do BLNG e envia eferéncias para a MeA, para o
BLNG e para a Ce (Everitt, 1995; Freese e Amaral, 2009). Essas interrelagbes de
conexdes podem relacionar esta estrutura com a fungcdo do 6rgdo vomeronasal em
humanos (Casas et al., 1998; Monti-Bloch et al., 1998; Meredith, 2001).

2.2 Tipos neuronais

A classificagdo dos tipos de neurdnios no complexo amigdaliano humano foi
feita inicialmente assumindo-se a existéncia de trés tipos morfolégicos principais

identificados de acordo com estudos imunohistoquimicos para calretinina e
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parvalbumina (Sims et al., 1990; Sorvari et al., 1995, 1996; Spiga et al., 2011). Sao
eles:

(a) Tipo 1 — Neurbnios multipolares com soma esférico, de onde surgem de
trés até onze dendritos primarios, geralmente com espessuras similares e que
tipicamente se ramificam em diversos ramos secundarios ainda proximos ao corpo

celular.

(b) Tipo 2 — Neurbnios multipolares com soma de aspecto estrelado ou
multiangulares de onde surgem ramos dendriticos primarios que ddo origem a

diversos ramos colaterais.

(c) Tipo 3 — Neurbnios multipolares cujos corpos celulares fusiformes déo
origem a dendritos em polos opostos e que podem se ramificar tanto perto do soma

como a longas distancias deste.

N&o obstante, em estudo mais recente da MeA humana foram encontrados
cinco tipos morfoldgicos neuronais nesse nucleo (Dall’Oglio et al., 2013). Com isso,
utilizando-se a técnica de Golgi, os autores fizeram nova classificacdo dos neurbnios
encontrados na MeA, de acordo com sua forma, niumero de dendritos primarios e

padrdo de ramificagdo dendritica (Dall’Oglio et al., 2013, 2015), como segue:

(1) Neurdnios fusiformes: com tamanhos pequeno e grande e dois dendritos
primarios.

(2) Neurénios com soma angular: com trés dendritos primarios sem definigdo

basal ou apical evidente e com pouca ramificagao.

(3) Neurbnios em forma de pera (pear-shaped): com dois dendritos primarios

surgindo de corpo celular com formato caracteristico.

(4) Neurdnios de forma ovoide (Ovoid cell body ou stellate neurons):
pequenos neurbnios com mais de quatro dendritos primarios com varios ramos

pequenos e finos.

(5) Neurbnios com soma retangular: com tamanho variando de pequeno a
grande, com quatro dendritos primarios simetricamente posicionados e com

ramificacdo esparsa.

Essa descricdo morfoldgica serviu como referéncia para orientacao de estudo e

comparacdo com o0s tipos morfolégicos neuronais encontrados no nACo.
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Adicionalmente, células de forma piramidal foram descritas no MeA humano por Sims
e Wiliams (1990), o que é contrario aos achados de Dall'Oglio et al. (2013).
Provavelmente os neurbnios com soma angular poderiam se assemelhar as
caracteristicas de células piramidais ou pyramidal-like o que poderia provocar esta
confuséo (Dall’Oglio et al., 2013). Isso porque um tipico neurdnio piramidal tem soma
triangular ou conico e dendrito apical Unico caracteristico e que se estende até uma
superficie reconhecivel. Apresenta dendritos basais que surgem e se ramificam na
base do soma. Seus espinhos dendriticos cobrem as por¢cdes mais distais dos
dendritos nos seus ramos primarios, ramos secundarios e ramos terciarios (Jones e
Peters, 1984).

2.3 Espinhos dendriticos

Espinhos dendriticos sdo estruturas especializadas que estabelecem conexdes
com aferéncias sinapticas. A densidade de espinhos dendriticos reflete o aporte
sinaptico que o neurénio recebe (Toni et al., 1999). As diferentes morfologias dos
espinhos dendriticos apresentando formas, tamanhos, densidades e diversos graus de
complexidade sugerem modulagdes diferenciais na atividade sinéptica, variando desde
amplificacbes de respostas até compartimentalizacdo de eventos bioquimicos e
biofisicos sem afetar a voltagem do dendrito adjacente (Alvarez et al., 2007; Arellano
et al., 2007; Dal'Oglio et al., 2008a, b, 2015; Arpini et al., 2010; Brusco et al., 2010).

Em estudo realizado na MeA de humanos com a técnica de Golgi, espinhos
dendriticos foram observados nos dendritos, desde os ramos primarios até os ramos
mais distais. Alta e baixa densidade de espinhos dendriticos foram achados ao longo
de ramos dendriticos no mesmo neurbnio. A densidade de espinhos dendriticos
também variou entre tipos neuronais diferentes. Os neurbnios de formato ovoide
apresentaram particularmente alta densidade de espinhos dendriticos em toda a
extensao dos ramos dendriticos, independentemente do tamanho dos seus ramos
(Dal'Oglio et al., 2015).

A classificacdo dos espinhos dendriticos basea-se em detalhes de sua forma
(Valverde, 1962; Peters e Kaiserman-Abramof, 1970; Woolley e McEwen, 1993;
Wearne et al., 2005; Arellano et al., 2007; Kim et al., 2007; Brusco et al., 2008, 2010;
Dall’Oglio et al., 2010, 2013) considerando:

(1) o comprimento total do espinho,
(2) o comprimento do pedunculo ou pescoco,

(3) o didmetro do pescoco,
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(4) o formato e didmetro do bulbo ou cabeca, e

(5) o numero de protrusfes a partir do pescoco.

Os espinhos dendriticos apresentam formas, distribuicAo e densidades
caracteristicas a cada tipo neuronal (Jones e Powell, 1969; Peters e Kaiserman-
Abramof, 1970; Jones e Peters, 1984; Gonzales-Ramirez et al., 2014). Estes tém
como funcdo primaria ser a estrutura modulatéria da atividade pos-sinaptica da célula
(Yuste, 2013). As diferentes formas e tamanhos dos espinhos dendriticos envolvem
variagbes na superficie da membrana celular, que disponibilizam a densidade pés-
sinaptica, receptores para transmissores quimicos produzindo respostas aos
processos sinapticos aferentes (Segal, 2005, 2010; Ivenshitz e Segal, 2010;
Tonnensen et al., 2014). Peters e Kaiserman-Abramof (1970) classificam inicialmente
os espinhos dendriticos em tipo fino (thin), tipo achatado ou espesso (stubby/wide) e
espinhos dendriticos tipo cogumelo (mushroom). Baseados nos dados publicados por
Brusco et al., (2010) em ratos e Dall’Oglio et al., (2015) em humanos (Figura 1.7), os
autores complementam a classificacdo dos espinhos dendriticos com base nos

principais achados estruturais considerando sua morfologia da seguinte maneira:

(1) Espinhos finos: apresentam um formato com pescoco relativamente longo
e fino terminando em uma cabeca de pequeno diametro (Jones e Powell, 1969; Jones
e Peters, 1984).

Os espinhos dendriticos com grandes bulbos ou cabegcas podem aumentar a
compartimentalizacdo bioquimica (Shepherd, 1996; Nimchinsky et al., 2002; Segal,
2005). Espinhos dendriticos finos, com seus pesco¢os compridos e de pouco
diametro, podem gerar maior resisténcia a difusdo ibnica apds a ativacao sinaptica na
cabeca do espinho (Yuste, 2013; Tonnensen et al., 2014). Como espinhos finos e
longos sd@o notaveis em neurdnios humanos, € possivel que este tipo morfolégico
represente uma proporcéo de espinhos que pode modificar sua forma de acordo com
a demanda sinaptica, servindo assim como modulador da fungdo neuronal com alto

grau de plasticidade (Yuste, 2013).

(2) Espinhos achatados ou espessos: tém por caracteristica serem curtos,
grossos, amplos e achatados. Tem superficie com projecées rugosas e auséncia de

um pedunculo notavel (Jones e Peters, 1984).

De uma forma geral, os espinhos dendriticos espessos ou amplos, por nao
apresentar um pescoc¢o evidente, estdo mais sujeitos a inter-relacdes de voltagem com

seu dendrito adjacente e, basicamente, podem gerar respostas eletrofisiolégicas mais
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intensas e menos moduladas que as feitas nos demais espinhos (Segal, 2005, 2010;
Ivenshitz e Segal, 2010). As respostas p0Os-sinapticas mediadas por espinhos
achatados podem ser rapidas para sustentar a excitabilidade dendritica por mais
tempo (Tonnensen et al., 2014) e gerar potenciais somaticos de menor amplitude, mas

de durag&o maior (Yuste, 2013).

(3) Espinhos tipo cogumelo (Mushroom spine): caracteriza-se por
apresentar um bulbo terminal grande a e um pedinculo mais grosso do que o do

espinho fino (Peters e Kaiserman-Abramof, 1970).

Estes espinhos sdo morfologicamente heterogéneos, tem maior densidade pos-
sinaptica e podem aumentar fortemente a sua sinalizacdo reforcando a presenca de
maior nimero de receptores de tipo AMPA para o glutamato (Van der Zee, 2015). A
forca sinaptica desses espinhos pode ser progressivamente maior nos dendritos
distais (Gulledge et al., 2012; Harnett et al., 2012).

(4) Espinhos ramificados: parecidos aos espinhos finos, porém apresentam
um pedunculo inicial que se divide em dois ramos e cada ramo forma distalmente um

bulbo terminal (Gonzales-Ramirez et al., 2014).

Teoricamente, os espinhos dendriticos ramificados podem ter sinapses em
cada cabeca, separadamente, cuja compartimentalizagdo nestes espinhos poderia
conferir especificidade temporal e espacial em microdominios para cada contato (Chen
e Sabatini, 2012).

(5) Espinhos atipicos ou de transicdo: existem diversas e complexas formas
de apresentacdo. Os espinhos dendriticos atipicos podem representar formas
transitorias entre 0s outros tipos ou aspecto ndo classificavel classicamente. Ou seja,
como nos demais tipos, esta classificacdo sugere que os espinhos estejam em um
continuum dinamico de formas e tamanhos a se refletir na plasticidade sinptica e no

processamento de informacéo (Garcia-Lopez et al., 2010).

A presenca de espinulas reforca essa proposicao. Essas pequenas protruses
na membrana celular do espinho dendritico podem se relacionar com a passagem de
macromoléculas e/ou com o acoplamento elétrico entre elementos pré- e pos-
singpticos (Tarrant e Routtenberg, 1977; Stewart et al., 2014). Adicionalmente, as
espinulas podem ocorrer durante o crescimento e remodelamento de membranas
singpticas (Matus, 2000; Stewart et al., 2014). Pode ser indicativo do aumento de

atividade sinaptica local (Tao-Cheng et al., 2009), assim como ocorre apos
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potenciacdo da atividade neuronal de longa duracdo ou para aumentar a mobilidade e

o deslocamento do espinho no neuropilo (Matus, 2000; Stewart et al., 2014).
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Figura 1.7 Reconstru¢cfes de imagens de microscopia de luz representativas das diferentes morfologias
de espinhos dendriticos impregnados pela técnica de Golgi. (A) Estudo realizado na amigdala medial em
ratos. Adaptado de Brusco et al. (2010). (B) Estudo realizado na amigdala medial em humanos. Adaptado
de Dall’'Oglio et al. (2015).

Existem limitacdes técnicas para o estudo de espinhos dendritos envolvendo
tecido humano pdés-morte que sdo susceptiveis a anOxia, distlrbios autoliticos e
edema que levam a alteracBes relativas no namero e na forma dos espinhos
dendriticos (Fiala et al., 2002; Garcia-Lopez et al., 2007). Guardados os cuidados em
se proceder a este tipo de estudo, pode-se determinar se 0s neurdnios em uma area
de interesse apresentam espinhos e qual os aspectos gerais de sua distribuicao,

densidade e forma.
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2.4 Células da glia: astrocitos

As células glias ou neuroglia sdo células ndo neuronais classificadas em dois
grupos principais: microglia e macroglia (células ependimarias, células de Schwann,
oligodendroglia e astroglia). A astroglia refere-se a uma populacdo heterogénea onde
estdo incluidos os astrécitos (Garcia-Segura e McCarthy, 2004). Guardadas as
propriedades individuais, as células glias mantém a homeostase ibnica modulam a
transmissao sinaptica em todas suas etapas, formam a bainha de mielina, participam
da resposta imunoldgica local e remocao de fragmentos celulares além de fornecer
suporte metabdlico para neurénios (Picker e Goldring, 1982; Araque et al., 1999;
Halassa e Haydon, 2010; Dityatev e Rusakov, 2011). Dentre as células da glia, os
astrécitos sdo 0s mais numerosos no coértex cerebral (Vaughan e Peters, 1974; Pope,
1978; O’Kusky e Colonnier, 1982). Observam-se dois tipos de astrocitos:
os fibrosos s@o mais encontrados na substancia branca e os protoplasmaticos na
substancia cinzenta (Vaughan, 1984; Emsley et al., 2006; Sofroniew et al., 2010). S&o
também, as maiores células da neuroglia apresentando corpo celular com formato
arredondado ou oval com varios processos que se irradiam do soma (Takato e
Goldring, 1979; Vaughan, 1984). A extensa distribuicdo de seus ramos € consistente
com a proposta de que elas estdo implicadas na manutengdo da composi¢cdo do
liguido extracelular no paréngquima nervoso (Varon e Somjen, 1979; Gardner-Medwin,
1981). Além disso, estudos de eletrofisiologia demonstram que 0s astrdcitos sao
acoplados eletricamente a outros astrocitos por gap-junctions, as quais permitem a
passagem de ions e pequenas moléculas livremente de uma célula a outra (Revel e
Karnovsky, 1967; Brightman et al., 1969).

Em recente descricdo sobre a MeA humana, h4 maior nimero de células gliais
em relacdo a neurdnios (cerca de ¥ das células s&o gliais) e utilizando-se a técnica
imunohistoquimica para detec¢do da proteina &cida fibrilar glial (GFAP), filamento
intermediario componente do citoesqueleto, observaram-se tanto astrdcitos com
aspecto fibroso quanto protoplasmatico (Dall"Oglio et al., 2013, 2015). Esses astrocitos
estavam isolados ou em agrupamentos e exibiam um padréo de ramificagéo profuso e
complexo no neurdpilo (Dall"Oglio et al., 2013). Até o momento, ndo existem estudos

onde estejam descritos a distribuicdo e o aspecto dos astrocitos no nACo humano.
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ll. HIPOTESE E JUSTIFICATIVAS

Devido a posi¢do anatdmica que o nACo humana ocupa, com possivel
caracteristica transicional para o alocoértex, surge a hipétese de que os neurbnios no
nACo humana sejam similares aos piramidais, sem organiza¢ao colunar ou em varias

camadas celulares.

A descricdo detalhada dos componentes celulares (neurbnios e astrocitos)
especificamente no nACo humana ainda € ausente na literatura. O conhecimento
detalhado da citoarquitetura deste nucleo podera fornecer informacfes e subsidios

importantes para a compreenséo e funcionalidade desta complexa estrutura.
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lll. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Descrever os componentes celulares, neurdnios e astrécitos, presentes no
nucleo da amigdala cortical humana, buscando obter dados sobre sua morfologia.
Para neur6bnios, estudar e classificar tais células de acordo com o aspecto do soma,
presenca e numero de dendritos e seu padrdo de ramificagdo, conjuntamente com a
identificacdo da presenca, distribui¢cdo, densidade e formas dos espinhos dendriticos
em cada tipo identificado. Para astrécitos, descrever a presenca, distribuicdo e padrao
de ramificacdo dos prolongamentos desse tipo glial em cada uma das areas do nucleo

de interesse.

2. Objetivos especificos

Objetivo 1 - Estudar e classificar, de acordo com o aspecto morfolégico geral,
0s neurbnios no nucleo da amigdala cortical humana em tecido post-mortem de
homens adultos com amostras de tecido submetidas a técnica de tionina e a técnica

de Golgi adaptada para tecido humano fixado em formol a 10% por longa data.

Objetivo 2 — Estudar e descrever a presenca, distribuicdo, densidade e
classificacdo morfolégica dos espinhos dendriticos no ndcleo da amigdala cortical
humana em tecido post-mortem de homens adultos com amostras de tecido
submetidas a técnica de Golgi adaptada para tecido humano fixado em formol a 10%

por longa data.

Objetivo 3 — Estudar e descrever caracteristicas morfolégicas de astrocitos no
ndcleo da amigdala cortical humana em tecido post-mortem de homens adultos com
amostras de tecido submetidas a técnica de tionina, a técnica de imunohistoquimica
para a proteina acida fibrilar glial e a técnica de Golgi adaptada para tecido humano

fixado em formol a 10% por longa data.

30



IV. MATERIAIS E METODOS

1. Autorizacao para estudo

Para esta pesquisa que envolve humanos foram seguidas todas as
recomendacdes das instancias que regulam e normatizam os conceitos médico-legais
e os relacionados aos Comités de Etica e Pesquisa. Portanto, todos os experimentos
foram realizados de acordo com as leis nacionais em vigor (Diretrizes e Normas do
Sistema Nacional de Informacdes sobre Etica em Pesquisa envolvendo Seres
Humanos - SISNEP e do Conselho Nacional de FEtica em Pesquisa —
CONEP/resolugdo 196/96, ambos vinculados ao Conselho Nacional de Saude — CNS,
Ministério da Saude — MS, Brasil; http://portal2.saude.gov.br/sisnep/) para trabalho

cientifico com seres humanos. Este material foi originalmente coletado e processado

de acordo com normas e requisitos legais das seguintes instituicoes:

- Comité de Etica do Departamento de Medicina Forense (“Instituto Geral de
Pericias”, Cidade de Porto Alegre, Estado do Rio Grande do Sul. Processo n° 03 / 08);

- Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias da Saude
de Porto Alegre (UFCSPA, Processo n° 541/ 07); e

- Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS, Processo n° 20080 / 09).

Todos os documentos comprobatérios encontram-se no Anexo | da presente

dissertacgéo.

2. Amostras para estudo

As amostras utilizadas para o estudo morfologico, alvo desta dissertacao,
foram feitas com laminas contendo cortes histolégicos de tecido cerebral humano
previamente processados pelas técnicas de Nissl, Golgi e imunohistoquimica para
GFAP (publicados em Dall’Oglio et al., 2013, 2015). A coleta deste tecido humano
para o estudo foi realizada no periodo de 2007 a 2010 e o material foi mantido para
posterior estudo. O numero total de casos estudados foi de 8 doadores com idades
compreendidas entre 47 a 75 anos de idade, todos do sexo masculino (Figura 4.1).

Como critério de exclusdo, os doadores ndo deveriam ter histérico de doencas
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neuroldgicas e/ou psiquiatricas. Estas informacdes foram colhidas junto aos familiares

no momento do recebimento do material para pesquisa.

Idade Tempo Causa da Morte Data Coleta Técnicas
Casos |(anos) Obito

1 47 8h Insuficiéncia respiratdria Jul.2007 Golgi/Nissl

2 68 6h Insuficiéncia cardio-respiratdria Ago.2007 | Golgi

3 56 6h Infarto Agudo do Miocardio Set.2007 Golgi/Nissl/GFAP
4 52 10h Infarto Agudo do Miocardio Mai.2008 | Golgi/GFAP

5 68 8h 30min | Edema Agudo de Pulmdo Out.2008 | Golgi/Nissl/GFAP
6 52 8h Pneumonia Ago.2009 | Golgi/GFAP

7 75 12h 15min | Pneumonia bilateral Jan.2010 Golgi/Nissl

8 51 12h Infarto Agudo do Miocardio Jan.2010 Golgi/Nissl

Figura 4.1 Caracteristicas dos casos em estudo. Adaptada de Dall'Oglio et al. (2015).

Nas amostras processadas pela técnica de Golgi, foram estudados o
hemisfério direito de 5 doadores e o esquerdo na totalidade dos casos (N= 8). Pela
técnica da tionina, foram estudados o hemisfério direito de 4 doadores e o esquerdo
de 5 doadores. Pela técnica imunohistoquimica para GFAP, foram estudados o
hemisfério direito de 3 doadores e o0 esquerdo de 1 doador.

3. Técnicas histolégicas

As imagens dos corpos neuronais obtidas pela técnica da tionina foram
comparadas com as imagens obtidas pela técnica de Golgi. Os espinhos dendriticos
foram observados com as imagens obtidas pela técnica de Golgi. No caso de células
da glia, além dessas duas comparacdes pelas técnicas da tionina e Golgi, procedemos

a mais uma observagdo comparativa pela técnica imunohistoquimica para GFAP.
3.1 Técnica dationina

A técnica utilizada foi a descrita por Dall'Oglio et al. (2013, 2015) onde

realizaram os seguintes procedimentos:

As pecas foram coletadas com 6 - 12h post-mortem e imersas em solugéo a
10% de formaldeido ndo tamponado para preservacdo, sendo mantidas e estocadas
em temperatura ambiente no Laboratério de Anatomia da UFCSPA. Foram retirados

gradativamente amostras da area a ser estudada medindo ao redor de 1,5cm?.
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A partir destes blocos de tecido, sec¢des de 50 um foram obtidas em vibratomo
e colocadas em laminas gelatinizadas e deixadas para secar em temperatura
ambiente por 24 h. Foram, ent&o, imersos em solucdo de paraformaldeido 4% em PBS
por 7 dias a 4°C protegidos da luz. A seguir, os cortes foram colocados em laminas
histolégicas e secos em temperatura ambiente. No dia seguinte, as laminas foram
colocadas em solucdo de etanol 70% por 24 h, imersas em solugbes com
concentragdes crescentes de etanol, diafanizadas em xilol absoluto, em concentragdes
decrescentes de etanol e enxaguadas com &gua destilada. Procedeu-se, entdo, a
coloracéo por imersdo em solucéo de tionina (Merck, Alemanha) a 0,25% por 3 min. O
excesso de corante foi removido e as laminas foram imersas em concentracdes
crescentes de etanol, em solucédo de etanol 95% e acido acético 1% e xilol absoluto
4%, cobertas com balsamo do Canada sintético e laminula (Dall'Oglio et al., 2013,
2015).

3.2 Método de Golgi

Das amostras obtidas, conforme descrito anteriormente, parte foi destinada a
técnica de Golgi para identificacdo dos tipos celulares na area de interesse. Para
tanto, a partir de blocos de tecido mantidos como descrito acima, cada amostra foi
imersa em 50ml de uma solucéo de fixacdo contendo paraformaldeido a 4% e éacido
picrico a 1,5% diluidas em tampéao fosfato (PBS; 0,1 M; pH= 7,4) durante 30 dias,
protegidas da luz e em temperatura ambiente. Apés esta fixacao foram levadas ao
vibratomo (1000S; Leica, Wetzlar, Germany) onde foram realizados cortes coronais

seriados de 200 pym de espessura.

Os melhores resultados foram obtidos quando os cortes foram submetidos a
um passo adicional de pos-fixacdo, acima descrito. Cada corte entdo foi imerso em 3
ml desta solucdo por mais 72 h protegidos da luz e em temperatura ambiente. Depois
de pos-fixados, foram lavados em PBS durante 2 min e transferidos a uma solucdo de
tetroxido de 6smio a 0,1% (Sigma Chemicals Co, EUA) diluido em PBS. Cada corte foi
imerso em 3 ml desta solugdo e mantidos por 20 min, em agitacdo continua e
protegidos da luz. Apés, foram lavados em PBS durante 2 min. Em seguida, os cortes
foram imersos em solucdo de dicromato de potassio a 3% (Merck, Alemanha) diluida
em agua destilada e mantidos no escuro a 4°C por 48 h. Apoés isso, cada corte foi
lavado com agua destilada durante 2 min, colocado entre duas laminulas e colados os
bordos, imerso em solucdo de nitrato de prata a 1,5% (Merck, Alemanha) diluida em
adgua destilada por 24 h em temperatura ambiente. A seguir, as laminulas foram

quebradas e os cortes foram removidos, lavados com agua destilada durante 2 min,
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removidos 0s excessos de cristais como precipitados inespecificos no tecido,
colocados em laminas histologicas gelatinizadas, secos em temperatura ambiente,
imersos em agua destilada durante 3 min, desidratados em concentragdes
ascendentes de etanol (de 70% até 100% durante 3 min), diafanizados em solucao de
xilol e etanol 100% (na proporcéo de 1:1 durante 3 min e na proporcao de 2:1 durante
mais 3 min) e somente xilol absoluto por 3 min. Finalmente as laminas foram cobertas
com bélsamo do Canada sintético, colocada laminula e deixado secar durante 24h em
temperatura ambiente (Dall’Oglio et al., 2010, 2013).

Para serem estudados, os neurfnios deveriam estar bem impregnados pela

prata e obedecer os seguintes critérios de sele¢éo:

(1) Apresentar corpo celular localizado dentro dos limites do nACo,

(2) Estar relativamente isolado de células vizinhas para que se conseguisse
individualizar cada neurbnio e evitar emaranhados de dendritos de outras
células vizinhas,

(3) Apresentar ramos dendriticos com bordos bem definidos e,

(4) Os espinhos dendriticos, quando presentes, deveriam estar claramente

distinguiveis ao logo do eixo “z".

Para estudo do padrédo de ramificacdo dendritica foi empregada a técnica dos

circulos concéntricos de Sholl (1956).
3.3 Técnica de imunohistoquimica para a proteina &cida fibrilar glial

Das amostras obtidas, outra parte foi destinada a técnica imunohistoquimica
para GFAP, adaptada de protocolos publicados anteriormente (Xavier et al., 2005;
Martinez et al., 2006; de Castilhos et al., 2009). Para tanto, a partir de blocos de tecido
mantidos como descrito acima, sec¢bes de 50 pm foram pos-fixadas com
paraformaldeido diluido em PBS e mantidos no escuro a 4°C durante 7 dias. Apés, os
cortes foram lavados em PBS a 4°C e cada seccéo foi colocada com Triton X 0,01%
(PBS-Tx; Sigma Chemicals Co., EUA) sob agitacdo, imersa em metanol 10% por 5
min, em H>O, 3% por 5 min e com soro de cabra (NGS) 1,5% por 60 min. As secc¢des
foram incubadas durante uma noite com anticorpo primario monoclonal anti-GFAP
diluido em NGS 1,5% e PBS-Tx a 4°C e, a seguir, com anticorpo secundario
biotinilado anti-coelho (ambos Sigma Chemicals Co., EUA) diluido a 1:200 por 40 min,
com o complexo peroxidade avidina-biotina (Dako, Dinamarca) diluido em 1:100 a
temperatura ambiente por 60 min, com 3,3’-diaminobenzidina (Sigma Chemicals Co.,

EUA) e H,O2a 0,01% em PBS por 10 min. Ap6s lavagem com PBS gelado, os cortes
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foram colocados em laminas gelatinizadas, secos em temperatura ambiente,
desidratos com etanol, diafanizados com xilol, aplicado Entellan (Merck, Alemanha)

como meio de inclusdo e colocadas laminulas.

4. Localizacao do nucleo cortical da amigdala

A localizacdo do nACo foi realizada comparando-se cada seccéo realizada com
imagens de atlas elaborado por Mai et al. (2008) e conferidas na versao do atlas de
Mai et al. (2015). O giro semilunar, o trato Optico e o sulco semianular serviram como
principais referéncias anatdbmicas para localizagdo do nACo (Gloor, 1997; de Olmos,
2004). Com isso, o0 nucleo de interesse foi identificado no eixo antero-posterior entre
1,3mm a 12mm em relacdo ao centro da comissura anterior. A nomenclatura, medidas
e as abreviaturas utilizadas nesta dissertacdo sdo baseadas igualmente nesta mesma

referéncia (Mai et al., 2008) e conferidas na versao do atlas de Mai et al. (2015).

5. Reconstrucdo de imagens

As reconstru¢des bidimensionais de imagens dos neurbnios e dos astrocitos
encontrados no nACo e a reconstrugdo tridimensional dos espinhos dendriticos foram

realizadas com a seguinte abordagem metodoldgica:

Cada seccdo contendo a area de interesse foi estudada utilizando-se
microscopio de luz Olympus BX-61 (Japao) que permite aumento de 2000x (lente
objetiva Olympus UplanSApo x100 planapocromaética; 1,4 de abertura numérica e com
emprego de 6leo de imersao; e, lente ocular x20) e, em paralelo, com aumento de
1300x com imagem captada por camara de alta resolucdo (CCD DP72, Olympus,
Japéo) acoplada a computador com programa de andlise e reconstrucdo de imagem
(Image-Pro Plus 7.0, Media Cybernetics, EUA).

Para aquisicdo de imagens de neurdnios e de astrocitos identificados pela
expressdo de GFAP utilizamos lente objetiva Olympus UplanSApo x20
planapocromatica, 0,6 de abertura numérica e aquisicdo seriadas de imagem (avancgo

no eixo “z” de até 0,5 pm para cada imagem adquirida) com resolucdo de 2070 x 1548

pixels. As imagens obtidas foram submetidas a deconvolucdo logo quando coletadas.

A reconstrucdo de cada neurdnio para identificacdo de sua morfologia geral foi
feita, segmento por segmento de imagem nas coordenadas espaciais, somando-se as

imagens onde se encontravam os bordos celulares mais nitidos ao longo do soma e
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de todo o comprimento e ramificacbes de todos os ramos dendriticos. Todos os dados
foram obtidos desde seus ramos dendriticos proximais até os mais distais. Para tanto,
foi utilizado o programa Adobe Photoshop CS3 (EUA). Pequenos ajustes de brilho e
contraste de fundo foram feitos utilizando-se tal programa, tendo-se o cuidado de ndo
alterar qualquer dado morfologico real. O mesmo procedimento foi realizado para as
imagens dos astrécitos observados pela técnica imunohistoquimica para GFAP,
ambos demonstrados a seguir.

As imagens de espinhos dendriticos foram obtidas com lente objetiva Olympus
UplanSApo x100 planapocromatica, 1,4 de abertura numérica e com emprego de 6leo
de imersdo, aquisicbes seriadas de imagem (avan¢o no eixo “Z” de 0,1 um) e
resolucéo de 2070 x 1548 pixels. As imagens dos espinhos dendriticos obtidas tiveram
aumento final de 1300x e submetidas a deconvolugédo logo quando coletadas. A
observacdo direta ao microscopio ap0s a reconstrucdo no computador serviu para
dissipar duvidas e ter certeza que as imagens observadas eram as originalmente

amostradas em cada porgao dendritica.

Apés realizada a captura de imagens, procedeu-se a reconstrugao
tridimensional dos espinhos dendriticos. Foi desenvolvido algoritmo de processamento
de imagens (R. Reberger e C.R. Jung, Departamento de Informatica, UFRGS;
comunicagdo pessoal, dados ainda ndo publicados). O algoritmo foi implementado no
ambiente de programacgéo Matlab R2105b (The MathWorks, EUA) por propiciar rapida
elaboragéo e analise dos resultados. Uma breve descricdo do algoritmo € fornecida a
seguir (Rasia-Filho et al., 2016): (1) Inicialmente, o algoritmo pré-processou o volume
adquirido ao longo do eixo ‘Z' para reducao do ‘ruido’ empregando-se filtro da mediana
e o filtro ‘morfolégico’ do tipo “bottom-hat” (Serra, 1982) foi aplicado em cada fatia de
imagem bidimensional obtida transversalmente ao eixo ‘z’ para correg¢ao de iluminacao
do tecido a ser analisado. (2) Entdo, as imagens foram processadas com outro filtro
para identificar bordas visualizaveis na imagem, do tipo “edge-aware”, o que reduziu o
‘ruido’ espacial sem borrar seus contornos para, a seguir, as estruturas das imagens
serem realcadas usando-se filtro do tipo “unsharp masking” (Gonzalez e Woods,
2002). (3) As imagens resultantes foram binarizadas a cada profundidade do eixo ‘Z’
de modo independente para que fosse feito processamento com base na distancia dos
componentes conexos detectados proximos ao dendrito selecionado, removendo-se
elementos mais distantes dos bordos de interesse e que eram precipitados de prata
inespecificos inerentes ao emprego da técnica de Golgi. (4) O volume 3D de ramo
dendritico e espinhos foi formado pela concatenacdo das fatias binarias processadas

com o emprego de filtro “kernel” Gaussiano ao longo do eixo ‘Z'. Apds, as imagens
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foram novamente binarizadas visando conectar porcbes do dendrito que
eventualmente poderiam néo ter sido visualizadas corretamente nas etapas anteriores.
(5) Finalmente, para a visualizacdo 3D do volume final dos espinhos dendriticos,
empregou-se o programa ‘ImageJ’, aplicativo 3D - “Volume Viewer”, com ajuste de cor
e direcionamento da luz incidente nos elementos reconstruidos (Rasband, 1997-2015).
Ao final, as formas de todos os espinhos amostrados foram conferidas e confirmadas
comparando-as com as imagens microscopicas originais. Toda vez que um espinho
pareceu incompleto, principalmente por ndo apresentar um pescogo visivel apos sua
reconstrucdo, isso ocorreu porque a propria imagem original estava no limite da
resolucdo do microscépio de luz. Pequenos ajustes finais de contraste e brilho foram
feitos com o programa Adobe Photoshop CS3 (EUA), sem alterar qualquer dado
morfologico real. Foram obtidos dados referentes a presenca, distribuicdo, nimero e
tipo dos espinhos dendriticos em cada tipo neuronal identicado no nACO humano.
Subsequentemente as reconstrugbes de imagem, a analise dos resultados foi
feita e sua elaboragéo foi realizada de forma descritiva, como consta no texto a seguir.
Para tanto, os espinhos dendriticos foram classificados em finos, achatados,
espessos, em formato de cogumelo, ramificados, com aspecto transicional ou atipicos.

A presenca de espinulas foi igualmente avaliada em cada espinho estudado.
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V. RESULTADOS

Técnica de Tionina

Tanto na parte anterior quanto na posterior do nACo foram identificados 10
tipos neuronais classificados de acordo com o formato do corpo celular (Figura 5.1). A

nomenclatura adotada para sua classificacédo corresponde a existéncia de:
1. Neurbnio Piramidal Modificado (Pyramidal-like),
2. Neuronio Fusiforme,
3. Neurdnio Angular-Esférico,
4. Neurdnio Triangular,
5. Neurénio Retangular,
6. Neurénio Poligonal-Estrelado,
7. Neurdnio Redondo-Conico,
8. Neurbnio Pear Shaped,
9. Neuronio Fork-like e,

10. Neurdnio Pequeno.
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Figura 5.1 Imagem microscépica do parénquima da regido anterior (A) e posterior (B) do nucleo cortical
da amigdala humana corado pela técnica da tionina. Foram observadas células da glia (0) e neurénios
classificados como do tipo pyramidal-like (1), fusiforme (2), angular-esférico (3), triangular (4), retangular

(5), poligonal-estrelado (6), redondo-conico (7) pear shaped (8), fork-like (9) e pequeno (10).

Técnica de Golgi

Através da técnica de Golgi corroboramos os achados celulares no nACo
identificando e fazendo comparativos com as correspondentes formas celulares
encontradas na técnica de tionina, onde foram identificados os 10 tipos neuronais de
acordo com o aspecto morfoldégico do corpo celular e 0 padrdo de surgimento e

ramificagdo dendritica.

1. Neurbnio Piramidal Modificado (Pyramidal-like). Este tipo neuronal foi
encontrado em todo o territério do nACo. Este neurdnio tem caracteristicas que muito
se assemelham a neurbnios piramidais classicos de coértex cerebral, porém sado
menores e apresentam 1 ramo apical que se ramifica proximo do corpo celular em seu
trajeto a superficie pial. O soma tem formato triangular, 2 ramos dendriticos basais, 1
ramo dendritico apical principal ou até 4 a 5 dendritos que surgem principalmente dos
seus vértices. Todos os ramos ramificam-se em ramos colaterais de comprimentos
variaveis (Figura 5.2). Pela técnica de Sholl, sugere-se que o padrdo de ramificacédo
dendritico é mais proximal ao soma e menor com o aumento da distancia de
distribuicdo dos ramos no neurépilo (Figura 5.3). Os neur6nios do tipo pyramidal-like
apresentaram densidade alta de espinhos dendriticos em toda a extensdo dos
dendritos basais e apical, mas com baixa densidade préximo ao corpo celular. Foram
observados espinhos isolados ou formando agrupamentos tanto nos ramos dendriticos
basais como no apical e seus colaterais. Os espinhos eram de todos os tipos,
formando um continuum de formas e tamanhos, com notavel presenca de aspectos de

transi¢do ou atipicos (Figura 5.4).
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Figura 5.2 Neurdnio do tipo pyramidal-like. (A) Desenho esquematico de sec¢do coronal do cérebro
adulto humano com a localizagdo do nucleo cortical posterior da amigdala (PCo; 9,3 mm posterior ao
ponto médio da comissura anterior; baseado no atlas de Mai et al. (2008). A localizagdo do nACo foi
conferida e confirmada na versao do atlas de Mai et al. (2015)), onde foi observado neurdnio do tipo
pyramidal-like e a disposigao espacial do corpo celular e ramos dendriticos. Observe que o dendrito apical
vai em dire¢do a superficie pial. (B) Imagem microscopica digitalizada e reconstruida bidimensionalmente
de neurbnio pyramidal-like impregnado pela técnica de Golgi e visualizado por microscopia de luz. (C)
Imagem microscopica do corpo neuronal (seta) e dos ramos dendriticos basal (db) e apical (da) de
neurdnio pyramidal-like no nudcleo de estudo corado pela técnica da tionina. Legenda: BM: nucleo
amigdaliano basomedial; sas: sulco semianular; opt: trato 6ptico; PCo: nlcleo amigdaliano cortical regido

posterior. Coordenadas: S: superior; I: inferior; M: medial; L: lateral.
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Figura 5.3 (A) Imagem microscopica digitalizada e reconstruida bidimensionalmente de neurénios do tipo
pyramidal-like impregnados pela técnica de Golgi e visualizados por microscopia de luz encontrados na
amigdala cortical posterior (PCo) e amigdala cortical anterior (ACo). (B) Analise do padrao de ramificagao
dendritica empregando-se a técnica dos circulos concéntricos de Sholl (A distancia entre cada circulo
concéntrico é de 50um como ilustrado na parte superior direita da imagem). No gréafico sdo apresentadas
medidas a cada 10um. Note-se a relacéo entre o nimero de ramos dendriticos que passam pelos bordos

dos circulos a medida que se estendem pelo neurdpilo como indicativo da regido dendritica de

predominéncia de ramificacoes.
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Figura 5.4
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Figura 5.4 Imagem microscépica digitalizada e reconstruida tridimensionalmente para demonstrar os
detalhes morfolégicos dos espinhos dendriticos deste mesmo neurénio. A partir da localizagdo no

neurdnio do centro da figura, as imagens correspondentes as areas selecionadas (indicadas pelas letras

[P T I ]

a’, 'b’, ‘c’ e ‘d’) estédo indicadas de forma correspondente e em maior aumento no entorno. Quando uma
dessas areas selecionadas possui mais do que uma imagem para ser detalhada, um numero foi
adicionado (por exemplo, al, a2 e a3 na parte inferior da figura). Notem-se a presenca, distribuigcao,
densidade e diversidade de formas dos espinhos dendriticos nos ramos basais e apicais. Os espinhos
foram classificados como: ‘fino’ (t), ‘achatado’ (s), ‘espesso’ (w), formato de ‘cogumelo’ (m), ‘ramificado’
(r), com ‘formas de transi¢do’ ou ‘atipicos’ (ta). Espinulas estéo identificadas com um asterisco ao lado do

espinho correspondente. Escala tridimensional (em al e valida para todas as demais imagens) = 2 um.

2. Neurbnio Fusiforme. Esta forma neuronal foi encontrada homogeneamente em
todo o territério do nACo. O corpo deste neurénio tem formato ovoide ou em fuso o
que lhe d& a caracteristica fusiforme (Figura 5.5). Apresenta dimenséo congruente
com outras formas neuronais encontradas. Cada dendrito emerge de um polo do corpo
celular, mas ndo sao necessariamente simétricos. Um dos dendritos sempre assume

direcao pial e o outro trafega em sentido oposto.

Observamos duas variedades desta arquitetura neuronal. Uma forma tem 2
dendritos principais, onde cada dendrito surge de um polo do fuso, ramificam-se e
projetam-se em sentidos opostos. A outra forma apresenta em algum dos polos o
surgimento de até 2 dendritos lembrando um formato de bicorno, denominado por isso
de neurdnio fusiforme bifido. Em alguns casos, pode emergir mais um dendrito de um
lado do corpo celular. Pela técnica de Sholl, sugere-se que o padrdo de ramificacao
dendritico é mais proximal ao soma e diminue gradativamente com o aumento da
distancia de distribuicdo dos ramos no neuropilo (Figura 5.6). Os neurdnios fusiformes
apresentaram alta densidade de espinhos dendriticos em toda a extensdo da arvore
dendritica, mas menor densidade préximo ao corpo celular. Foram observados
espinhos isolados ou formando agrupamentos tanto nos ramos dendriticos proximais,
médios e distais. Os espinhos eram de todos os tipos, formando um continuum de
formas e tamanhos, com notavel presenca de aspectos de transicdo ou atipicos
(Figura 5.7).
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Figura 5.5
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Figura 5.5 Neurdnio Fusiforme. (A) Desenho esquematico de secgéo coronal do cérebro adulto humano
com a localizagdo do nucleo cortical posterior da amigdala (PCo; 9,3 mm posterior ao ponto médio da
comissura anterior; baseado no atlas de Mai et al. (2008). A localizacdo do nACo foi conferida e
confirmada na verséo do atlas de Mai et al. (2015)), onde foi observado neurdnio fusiforme e a disposigao
espacial do corpo celular e ramos dendriticos. Observe que um dos dendritos vai em direcdo a superficie
pial. (B) Imagem microscépica digitalizada e reconstruida bidimensional do neurbnio fusiforme
impregnado pela técnica de Golgi e visualizado por microscopia de luz. (C) Imagem microscopica do
corpo neuronal (seta) do neur6nio fusiforme no nucleo de estudo corado pela técnica da tionina.
Legenda: BM: nucleo amigdaliano basomedial; sas: sulco semianular; opt: trato 6ptico; PCo: nucleo

amigdaliano cortical regido posterior. Coordenadas: S: superior; I: inferior; M: medial; L: lateral.
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Figura 5.6 (A) Imagem microscépica digitalizada e reconstruida bidimensionalmente de neurdnios
fusiformes impregnados pela técnica de Golgi e visualizados por microscopia de luz encontrados na
amigdala cortical posterior. O “neurdnio fusiforme 2” apresenta dois dendritos surgindo de um dos polos o
gue lhe confere forma caracteristica de neurénio fusiforme bifido. (B) Andlise do padréo de ramificacdo
dendritica empregando-se a técnica dos circulos concéntricos de Sholl (A distancia entre cada circulo
concéntrico é de 50um como ilustrado na parte superior direita da imagem). No grafico séo apresentadas
medidas a cada 10um. Note-se a relacéo entre o nimero de ramos dendriticos que passam pelos bordos
dos circulos a medida que se estendem pelo neurépilo como indicativo da regido dendritica de

predominancia de ramificacoes.
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Figura 5.7 Imagem microscépica digitalizada e reconstruida tridimensionalmente para demonstrar os
detalhes morfolégicos dos espinhos dendriticos deste mesmo neurénio. A partir da localizagdo no
neurdnio do centro da figura, as imagens correspondentes as areas selecionadas (indicadas pelas letras
‘a, ‘b, ‘c, ‘'d, ‘e, f e ‘g’) estdo indicadas de forma correspondente e em maior aumento no entorno.
Quando uma dessas areas selecionadas possui mais do que uma imagem para ser detalhada, um
namero foi adicionado (el na parte superior da figura). Em a’ a imagem esta com discreta rotagéo para
melhor visualizacéo de espinhos dendriticos. Notem-se a presenca, distribuicdo, densidade e diversidade
de formas dos espinhos dendriticos nos ramos dendriticos proximais e distais. Os espinhos foram
classificados como: fino’ (t), ‘achatado’ (s), ‘espesso’ (w), formato de ‘cogumelo’ (m), ‘ramificado’ (r), com
‘formas de transigcao’ ou ‘atipicos’ (ta). Espinulas estéo identificadas com um asterisco ao lado do espinho

correspondente. Escala tridimensional (valida para todas as imagens) = 2 pm.

3. Neurdnio Angular-Esférico. Esta forma neuronal foi encontrada homogeneamente
em todo o territorio do nACo. O soma deste neurdnio tem um didmetro interno
aparentemente constante o que Ihe confere um formato globoso imitando uma esfera.
Pode ter até 6 dendritos, mas o que l|he caracteriza sdo os dendritos
predominantemente robustos que surgem ao redor do seu soma. Na microscopia
Optica € visualizado como tendo um formato triangular de lados arredondados, isto
provavelmente devido a configuragdo espacial dos seus ramos dendriticos proximais
de grosso calibre que surgem ao redor do soma (Figura 5.8). Por esses motivos
optamos por usar a nomenclatura de angular-esférico. Pela técnica de Sholl, sugere-
se que o padrdo de ramificacdo dendritico € aumentado e de forma constante nas
regibes mais proximais e mediais em relacdo ao soma, diminuindo abruptamente na
regido distal dos ramos no neurdpilo (Figura 5.9). O neurdnio angular-esférico
encontrado apresentou zonas que intercalavam areas de baixa e alta densidade de
espinhos dendriticos, mas em menor densidade proximo ao corpo celular. Foram
observados espinhos isolados ou formando agrupamentos tanto nos ramos dendriticos
proximais, médios e distais. Os espinhos eram de todos os tipos, formando um
continuum de formas e tamanhos, com notavel presenca de aspectos de transi¢cao ou
atipicos (Figura 5.10).
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Figura 5.8 Neur6nio Angular-Esférico. (A) Desenho esquematico de secgdo coronal do cérebro adulto
humano com a localizagdo do nucleo cortical posterior da amigdala (PCo; 9,3 mm posterior ao ponto
médio da comissura anterior; baseado no atlas de Mai et al. (2008). A localizagdo do nACo foi conferida e
confirmada na versédo do atlas de Mai et al. (2015)), onde foi observado neurdnio angular-esférico (*). (B)
Imagem microscoépica digitalizada e reconstruida bidimensional do neurdnio angular-esférico impregnado
pela técnica de Golgi e visualizado por microscopia de luz. (C) Imagem microscépica do corpo neuronal
(seta) do neurdnio angular-esférico no nucleo de estudo corado pela técnica da tionina. Legenda: BM:
ndcleo amigdaliano basomedial; sas: sulco semianular; opt: trato éptico; PCo: ndcleo amigdaliano cortical

regido posterior. Coordenadas: S: superior; I: inferior; M: medial; L: lateral.
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Figura 5.9 Andlise do padrao de ramificacdo dendritica de neurdnio angular-esférico empregando-se a
técnica dos circulos concéntricos de Sholl (A distancia entre cada circulo concéntrico é de 50um como
ilustrado na parte superior direita da imagem). No grafico sdo apresentadas medidas a cada 10um. Note-
se a relacé@o entre o nimero de ramos dendriticos que passam pelos bordos dos circulos a medida que se

estendem pelo neurdpilo como indicativo da regido dendritica de predominancia de ramificagdes.
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Figura 5.10 Imagem microscépica digitalizada e reconstruida tridimensionalmente para demonstrar os
detalhes morfolégicos dos espinhos dendriticos deste mesmo neurénio. A partir da localizagdo no

neurdnio do centro da figura, as imagens correspondentes as areas selecionadas (indicadas pelas letras

‘a, ‘b, ‘c, ‘d, ‘e’ e f) estdo indicadas de forma correspondente e em maior aumento no entorno. Nas
figuras @’, d’ e f a imagem esta com discreta rotacao para melhor visualizagdo de espinhos dendriticos.
Notem-se a presenga, distribuicdo, densidade e diversidade de formas dos espinhos dendriticos nos
ramos dendriticos proximais e distais. Os espinhos foram classificados como: ‘fino’ (t), ‘achatado’ (s),
‘espesso’ (w), formato de ‘cogumelo’ (m), ‘ramificado’ (r), com ‘formas de transigdo’ ou ‘atipicos’ (ta).
Espinulas estéo identificadas com um asterisco ao lado do espinho correspondente. Escala tridimensional

(valida para todas as imagens) = 2 um.

4. Neurbnio Triangular. Esta forma neuronal foi encontrada homogeneamente em
todo o territério do nACo. Apresentando forma triangular se revelou quase equilatero.
Seus vértices, de formato muito parecido, se afunilam de onde surgem seus dendritos.
Podem ter até 6 dendritos primarios com diametros muito similares que nao
apresentam predominancia significativa (Figura 5.11). Pela técnica de Sholl, sugere-
se que o padrdo de ramificacdo dendritico € aumentado e de forma constante nas
regibes mais proximais em relacdo ao soma, diminuindo progressivamente na regiao
medial e distal dos ramos no neurdpilo (Figura 5.12). O neurdnio triangular encontrado
apresentou alta densidade de espinhos dendriticos, mas em menor densidade préximo
ao corpo celular. Foram observados espinhos isolados ou formando agrupamentos
tanto nos ramos dendriticos proximais, médios e distais. Os espinhos eram de todos
os tipos, formando um continuum de formas e tamanhos, com notavel presenca de

aspectos de transi¢éo ou atipicos (Figura 5.13).
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Figura 5.11 Neurdnio Triangular. (A) Desenho esquematico de secgdo coronal do cérebro adulto
humano com a localizagdo do nucleo cortical posterior da amigdala (PCo; 9,3 mm posterior ao ponto
médio da comissura anterior; baseado no atlas de Mai et al. (2008). A localizagdo do nACo foi conferida e
confirmada na versao do atlas de Mai et al. (2015)), onde foi observado neurénio triangular (*). (B)
Imagem microscopica digitalizada e reconstruida bidimensional do neurdnio triangular impregnado pela
técnica de Golgi e visualizado por microscopia de luz. (C) Imagem microscépica do corpo neuronal (seta)
do neurbnio triangular no nudcleo de estudo corado pela técnica da tionina. Legenda: BM: nucleo
amigdaliano basomedial; sas: sulco semianular; opt: trato éptico; PCo: nlcleo amigdaliano cortical regido
posterior. Coordenadas: S: superior; I: inferior; M: medial; L: lateral.
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Figura 5.12 Analise do padrdo de ramificacdo dendritica de neurénio triangular empregando-se a técnica
dos circulos concéntricos de Sholl (A distancia entre cada circulo concéntrico € de 50um como ilustrado
na parte superior direita da imagem). No grafico sdo apresentadas medidas a cada 10um. Note-se a
relacdo entre o nimero de ramos dendriticos que passam pelos bordos dos circulos a medida que se

estendem pelo neurdpilo como indicativo da regido dendritica de predominancia de ramificagdes.
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Figura 5.13 Imagem microscépica digitalizada e reconstruida tridimensionalmente para demonstrar os
detalhes morfolégicos dos espinhos dendriticos deste mesmo neurénio. A partir da localizagdo no
neurdnio do centro da figura, as imagens correspondentes as areas selecionadas (indicadas pelas letras
‘a’, 'b’, ‘’c’ e ‘'d’) estdo indicadas de forma correspondente e em maior aumento no entorno. Nas figuras ¢’ e
c” a imagem estd com discreta rotagdo para melhor visualizagdo de espinhos dendriticos. Notem-se a
presenga, distribuicdo, densidade e diversidade de formas dos espinhos dendriticos nos ramos
dendriticos proximais e distais. Os espinhos foram classificados como: ‘fino’ (t), ‘achatado’ (s), ‘espesso’
(w), formato de ‘cogumelo’ (m), ‘ramificado’ (r), com ‘formas de transicdo’ ou ‘atipicos’ (ta). Espinulas
estdo identificadas com um asterisco ao lado do espinho correspondente. Escala tridimensional (valida
para todas as imagens) = 2 um.

5. Neurdnio Retangular. Esta forma neuronal complexa foi achada em todo territério
do nACo. Apresenta quatro vértices principais dos quais surgem os ramos dendriticos.
O soma parece ser desenhado com linhas retas unindo os veértices, motivo pelo qual a
sua denominagdo. Seu tamanho se mostrou uniforme em relagdo as outras formas
neuronais. Tem até 7 dendritos principais de diametros diversos. De cada vértice
podem brotar de 1 a 4 dendritos (Figura 5.14). O ramo dendritico mais calibroso é o
gue pode apresentar maior arborizagdo dendritica mostrando predominancia
significativa, mas sem orientacdo pial. Pela técnica de Sholl, sugere-se que o padréo
de ramificagdo dendritico € aumentado nas regides mais proximais em relagdo ao
soma, diminuindo abruptamente na regido medial e distal dos ramos no neurépilo
(Figura 5.15). O neurodnio retangular selecionado apresentou dendritos com zonas que
intercalavam aleatoriamente areas de baixa e areas de alta densidade de espinhos
dendriticos, mas pr6ximo ao corpo celular mostrou area de baixa densidade. Foram
observados espinhos isolados ou formando agrupamentos tanto nos ramos dendriticos
proximais, médios e distais. Os espinhos eram de todos os tipos, formando um
continuum de formas e tamanhos, com notavel presenca de aspectos de transi¢cao ou

atipicos (Figura 5.16).
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Figura 5.14 Neurdnio Retangular. (A) Desenho esquematico de secgdo coronal do cérebro adulto
humano com a localizagdo do nucleo cortical posterior da amigdala (PCo; 9,3 mm posterior ao ponto
médio da comissura anterior; baseado no atlas de Mai et al. (2008). A localizagdo do nACo foi conferida e
confirmada na versédo do atlas de Mai et al. (2015)), onde foi observado neurdnio retangular (*). (B)
Imagem microscopica digitalizada e reconstruida bidimensional do neurdnio retangular impregnado pela
técnica de Golgi e visualizado por microscopia de luz. (C) Imagem microscépica do corpo neuronal (seta)
do neurdnio retangular no ndcleo de estudo corado pela técnica da tionina. Legenda: BM: nucleo
amigdaliano basomedial; sas: sulco semianular; opt: trato éptico; PCo: nlcleo amigdaliano cortical regido
posterior. Coordenadas: S: superior; I: inferior; M: medial; L: lateral.
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Figura 5.15 Andlise do padrao de ramificacdo dendritica de neurdnio retangular empregando-se a técnica
dos circulos concéntricos de Sholl (A distancia entre cada circulo concéntrico é de 50um como ilustrado
na parte superior direita da imagem). No grafico sdo apresentadas medidas a cada 10um. Note-se a
relacdo entre o nimero de ramos dendriticos que passam pelos bordos dos circulos a medida que se
estendem pelo neurdpilo como indicativo da regido dendritica de predominéncia de ramificacdes.
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Figura 5.16 Imagem microscépica digitalizada e reconstruida tridimensionalmente para demonstrar os
detalhes morfolégicos dos espinhos dendriticos deste mesmo neurénio. A partir da localizagdo no
neurdnio do centro da figura, as imagens correspondentes as areas selecionadas (indicadas pelas letras
‘a’, ‘b’ e ‘c’) estéo indicadas de forma correspondente e em maior aumento no entorno. Nas figuras a’, b’ e
¢’ a imagem estd com discreta rotagdo para melhor visualizagdo de espinhos dendriticos. Notem-se a
presenga, distribuicdo, densidade e diversidade de formas dos espinhos dendriticos nos ramos
dendriticos proximais e distais. Os espinhos foram classificados como: ‘fino’ (t), ‘achatado’ (s), ‘espesso’
(w), formato de ‘cogumelo’ (m), ‘ramificado’ (r), com ‘formas de transigdo’ ou ‘atipicos’ (ta). Espinulas
estdo identificadas com um asterisco ao lado do espinho correspondente. Escala tridimensional (valida

para todas as imagens) = 2 um.

6. Neurdnio Poligonal-Estrelado. Encontrado no territério do nACo apresenta soma
poligonal imitando uma estrela. Do soma surgem até 6 dendritos com diametros
menores a aqueles observados na forma retangular. (Figura 5.17). Sua arvore
dendritica surge em todas as direc6es sem predominancia especifica. Pela técnica de
Sholl, sugere-se que o padrdo de ramificacdo dendritico € aumentado nas regides
mais proximais em relagdo ao soma, diminuindo abruptamente na regido medial e
distal dos ramos no neurdpilo (Figura 5.18). O neurdnio poligonal-estrelado
selecionado apresentou dendritos com alta densidade de espinhos dendriticos e area
de baixa densidade préximo ao corpo celular. Foram observados espinhos isolados ou
formando agrupamentos tanto nos ramos dendriticos proximais, médios e distais. Os
espinhos eram de todos os tipos, formando um continuum de formas e tamanhos, com

notavel presenca de aspectos de transicdo ou atipicos (Figura 5.19).
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Figura 5.17 Neurbnio Poligonal-Estrelado. (A) Desenho esquematico de secgdo coronal do cérebro
adulto humano com a localizagdo do nucleo cortical posterior da amigdala (PCo; 9,3 mm posterior ao
ponto médio da comissura anterior; baseado no atlas de Mai et al. (2008). A localizagdo do nACo foi
conferida e confirmada na versao do atlas de Mai et al. (2015)), onde foi observado neurdnio poligonal-
estrelado (*). (B) Imagem microscopica digitalizada e reconstruida bidimensional do neurénio poligonal-
estrelado impregnado pela técnica de Golgi e visualizado por microscopia de luz. (C) Imagem
microscopica do corpo neuronal (seta) do neurénio poligonal-estrelado no nucleo de estudo corado pela
técnica da tionina. Legenda: BM: nlcleo amigdaliano basomedial; sas: sulco semianular; opt: trato éptico;
PCo: nicleo amigdaliano cortical regido posterior. Coordenadas: S: superior; I: inferior; M: medial; L:

lateral.
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Figura 5.18 Andlise do padrdo de ramificacdo dendritica de neurdnio poligonal-estrelado empregando-se
a técnica dos circulos concéntricos de Sholl (A distancia entre cada circulo concéntrico é de 50um como
ilustrado na parte superior direita da imagem). No gréafico sdo apresentadas medidas a cada 10um. Note-
se a relacé@o entre o nimero de ramos dendriticos que passam pelos bordos dos circulos a medida que se

estendem pelo neurdpilo como indicativo da regido dendritica de predominéncia de ramificacdes.
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Figura 5.19 Imagem microscépica digitalizada e reconstruida tridimensionalmente para demonstrar os
detalhes morfolégicos dos espinhos dendriticos deste mesmo neurénio. A partir da localizagdo no
neurdnio do centro da figura, as imagens correspondentes as areas selecionadas (indicadas pelas letras
‘a’, ‘b’ e ‘c’) estdo indicadas de forma correspondente e em maior aumento no entorno. Na figura a’ a
imagem esta com discreta rotacdo para melhor visualizacdo de espinhos dendriticos. Notem-se a
presenga, distribuicdo, densidade e diversidade de formas dos espinhos dendriticos nos ramos
dendriticos proximais e distais. Os espinhos foram classificados como: ‘fino’ (t), ‘achatado’ (s), ‘espesso’
(w), formato de ‘cogumelo’ (m), ‘ramificado’ (r), com ‘formas de transicdo’ ou ‘atipicos’ (ta). Espinulas
estdo identificadas com um asterisco ao lado do espinho correspondente. Escala tridimensional (valida

para todas as imagens) = 2 um.

7. Neurdnio Redondo-Cénico. Encontrado no territério do nACo apresenta um
formato conico com uma base em formato circular. Seu vértice se confunde dentro do
soma neuronal. Com isto, na observacdo, mostra-se como um neurbnio somente
redondo. Seu tamanho é semelhante as outras formas neuronais encontradas. Do
soma surgem até 7 dendritos primarios robustos (Figura 5.20). O dendrito que surge
da regido do vértice do cone se mostra geralmente proeminente. Pela técnica de Sholl,
sugere-se que o padrdo de ramificacdo dendritico € aumentado nas regides mais
proximais e mediais em relacdo ao soma, diminuindo abruptamente na regido distal
dos ramos no neurdpilo (Figura 5.21). O neurbnio redondo-conico selecionado
apresentou dendritos com alta densidade de espinhos dendriticos e area de baixa
densidade proximo ao corpo celular. Foram observados espinhos isolados ou
formando agrupamentos tanto nos ramos dendriticos proximais, médios e distais. Os
espinhos eram de todos os tipos, formando um continuum de formas e tamanhos, com

notavel presenca de aspectos de transicdo ou atipicos (Figura 5.22).
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Figura 5.20 Neurdnio Redondo-Cdnico. (A) Desenho esquematico de secgao coronal do cérebro adulto
humano com a localizagdo do nucleo cortical posterior da amigdala (PCo; 9,3 mm posterior ao ponto
médio da comissura anterior; baseado no atlas de Mai et al. (2008). A localiza¢do do nACo foi conferida e
confirmada na verséo do atlas de Mai et al. (2015)), onde foi observado neurénio redondo-cénico (*). (B)
Imagem microscopica digitalizada e reconstruida bidimensional do neurdnio redondo-conico impregnado
pela técnica de Golgi e visualizado por microscopia de luz. (C) Imagem microscépica do corpo neuronal
(seta) do neurénio redondo-cénico no nicleo de estudo corado pela técnica da tionina. Legenda: BM:
nucleo amigdaliano basomedial; sas: sulco semianular; opt: trato 6ptico; PCo: nlcleo amigdaliano cortical

regido posterior. Coordenadas: S: superior; I: inferior; M: medial; L: lateral.
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Figura 5.21 Analise do padréo de ramificacdo dendritica de neurdnio redondo empregando-se a técnica
dos circulos concéntricos de Sholl (A distancia entre cada circulo concéntrico € de 50um como ilustrado
na parte superior direita da imagem). No grafico sdo apresentadas medidas a cada 10um. Note-se a
relacdo entre o nimero de ramos dendriticos que passam pelos bordos dos circulos a medida que se
estendem pelo neurdpilo como indicativo da regido dendritica de predominéncia de ramificacdes.

70



Figura 5.22

50um

71



Figura 5.22 Imagem microscépica digitalizada e reconstruida tridimensionalmente para demonstrar os
detalhes morfolégicos dos espinhos dendriticos deste mesmo neurénio. A partir da localizagdo no
neurdnio do centro da figura, as imagens correspondentes as areas selecionadas (indicadas pelas letras
‘a’ e 'b’) estdo indicadas de forma correspondente e em maior aumento no entorno. Nas figuras a’ e b’ a
imagem esta com discreta rotacdo para melhor visualizacdo de espinhos dendriticos. Notem-se a
presenga, distribuicdo, densidade e diversidade de formas dos espinhos dendriticos nos ramos
dendriticos proximais e distais. Os espinhos foram classificados como: ‘fino’ (t), ‘achatado’ (s), ‘espesso’
(w), formato de ‘cogumelo’ (m), ‘ramificado’ (r), com ‘formas de transicdo’ ou ‘atipicos’ (ta). Espinulas
estdo identificadas com um asterisco ao lado do espinho correspondente. Escala tridimensional (valida
para todas as imagens) = 2 um.

8. Neurbnio Pear Shaped. Este neurbnio de linhas arredondadas faz lembrar o
formato de uma pera. Apresenta dois dendritos primarios um em cada polo. O dendrito
mais robusto tem caracteristica marcante com uma ramificagdo tipo emaranhado. O
dendrito oposto, de diametro menor, projeta-se quase perpendicularmente formando
um angulo ao redor de noventa graus ou levemente obtuso em relagdo ao eixo
principal (Figura 5.23). Pela técnica de Sholl, sugere-se que o padrdo de ramificacao
dendritico é aumentado nas regides mais proximais em relacdo ao soma, diminuindo
abruptamente na regido medial e distal dos ramos no neurépilo (Figura 5.24). O
neurbnio pear shaped selecionado apresentou alta densidade de espinhos dendriticos
e area de baixa densidade proximo ao corpo celular. Mas em algumas areas
apresentavam espinhos dendriticos em densidades impressionantemente muito altas.
Foram observados espinhos isolados ou formando agrupamentos tanto nos ramos
dendriticos proximais, médios e distais. Os espinhos eram de todos os tipos, formando
um continuum de formas e tamanhos, com notavel presen¢a de aspectos de transicao

ou atipicos (Figura 5.25).
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Figura 5.23 Neurdnio Pear Shaped. (A) Desenho esquematico de seccédo coronal do cérebro adulto
humano com a localizagdo do nucleo cortical posterior da amigdala (PCo; 9,3 mm posterior ao ponto
médio da comissura anterior; baseado no atlas de Mai et al. (2008). A localizagdo do nACo foi conferida e
confirmada na versdo do atlas de Mai et al. (2015)), onde foi observado neurénio pear shaped (*). (B)
Imagem microscépica digitalizada e reconstruida bidimensional do neurénio pear shaped impregnado pela
técnica de Golgi e visualizado por microscopia de luz. (C) Imagem microscépica do corpo neuronal (seta)
do neurdnio pear shaped no nucleo de estudo corado pela técnica da tionina. Legenda: BM: nucleo
amigdaliano basomedial; sas: sulco semianular; opt: trato éptico; PCo: nlcleo amigdaliano cortical regido
posterior. Coordenadas: S: superior; I: inferior; M: medial; L: lateral.
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Figura 5.24 Andlise do padrdo de ramificagdo dendritica de neurbnio pear shape empregando-se a
técnica dos circulos concéntricos de Sholl (A distancia entre cada circulo concéntrico € de 50pm como
ilustrado na parte superior direita da imagem). No grafico sao apresentadas medidas a cada 10um. Note-
se a relacdo entre o nimero de ramos dendriticos que passam pelos bordos dos circulos a medida que se

estendem pelo neurdpilo como indicativo da regido dendritica de predominancia de ramificagdes.
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Figura 5.25 Imagem microscépica digitalizada e reconstruida tridimensionalmente para demonstrar os
detalhes morfolégicos dos espinhos dendriticos deste mesmo neurénio. A partir da localizagdo no

neurdnio do centro da figura, as imagens correspondentes as areas selecionadas (indicadas pelas letras

[P T R R

a’, ‘b, ‘c’ e ‘d’) estdo indicadas de forma correspondente e em maior aumento no entorno. Nas figuras c’,
¢” e d’ aimagem esta com discreta rotagdo para melhor visualizagdo de espinhos dendriticos. Notem-se a
presenga, distribuicdo, densidade e diversidade de formas dos espinhos dendriticos nos ramos
dendriticos proximais e distais. Os espinhos foram classificados como: ‘fino’ (t), ‘achatado’ (s), ‘espesso’
(w), formato de ‘cogumelo’ (m), ‘ramificado’ (r), com ‘formas de transicdo’ ou ‘atipicos’ (ta). Espinulas
estdo identificadas com um asterisco ao lado do espinho correspondente. Escala tridimensional (valida
para todas as imagens) = 2 um.

9. Neurdnio Fork-Like. Este neurdnio também de linhas arredondadas faz lembrar o
formato de um pingo de agua ou de um balloon-like. Apresenta somente 1 dendrito
primario de grosso calibre (Figura 5.26). Pela técnica de Sholl, sugere-se que o
padrao de ramificacdo dendritico € aumentado nas regides mediais em relacdo ao
soma, diminuindo na regido distal dos ramos no neurdpilo (Figura 5.27). O neurdnio
fork-like selecionado apresentou alta densidade de espinhos dendriticos e area de
baixa densidade préximo ao corpo celular. Mas em algumas areas apresentavam
espinhos dendriticos em densidades impressionantemente muito altas. Foram
observados espinhos isolados ou formando agrupamentos tanto nos ramos dendriticos
proximais, médios e distais. Os espinhos eram de todos os tipos, formando um
continuum de formas e tamanhos, com notavel presenca de aspectos de transi¢cao ou

atipicos (Figura 5.28).
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Figura 5.26 Neurdnio Fork-Like. (A) Desenho esquematico de secc¢ao coronal do cérebro adulto humano
com a localizagdo do nucleo cortical posterior da amigdala (PCo; 9,3 mm posterior ao ponto médio da
comissura anterior; baseado no atlas de Mai et al. (2008). A localizacdo do nACo foi conferida e
confirmada na versao do atlas de Mai et al. (2015)), onde foi observado neurénio fork-like (*). (B) Imagem
microscopica digitalizada e reconstruida bidimensional do neurénio fork-like impregnado pela técnica de
Golgi e visualizado por microscopia de luz. (C) Imagem microscépica do corpo neuronal (seta) do
neurdnio fork-like no nucleo de estudo corado pela técnica da tionina. Legenda: BM: nucleo amigdaliano
basomedial; sas: sulco semianular; opt: trato 6ptico; PCo: nucleo amigdaliano cortical regido posterior.

Coordenadas: S: superior; I: inferior; M: medial; L: lateral.
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Figura 5.27 (A) Imagem microscopica digitalizada e reconstruida bidimensionalmente de neurdnios fork-
like impregnados pela técnica de Golgi e visualizados por microscopia de luz encontrados na amigdala
cortical posterior. (B) Andlise do padrédo de ramificacdo dendritica empregando-se a técnica dos circulos
concéntricos de Sholl (A distancia entre cada circulo concéntrico é de 50um como ilustrado na parte
superior direita da imagem). No gréfico sdo apresentadas medidas a cada 10um. Note-se a relacéo entre
0 numero de ramos dendriticos que passam pelos bordos dos circulos a medida que se estendem pelo
neuropilo como indicativo da regido dendritica de predominancia de ramificacdes.
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Figura 5.28 Imagem microscépica digitalizada e reconstruida tridimensionalmente para demonstrar os
detalhes morfolégicos dos espinhos dendriticos deste mesmo neurénio. A partir da localizagdo no
neurdnio do centro da figura, as imagens correspondentes as areas selecionadas (indicadas pelas letras
‘a’ e ‘b’) estdo indicadas de forma correspondente e em maior aumento no entorno. Notem-se a presenca,
distribuicdo, densidade e diversidade de formas dos espinhos dendriticos nos ramos dendriticos proximais
e distais. Os espinhos foram classificados como: ‘fino’ (t), ‘achatado’ (s), ‘espesso’ (w), formato de
‘cogumelo’ (m), ‘ramificado’ (r), com ‘formas de transicdo’ ou ‘atipicos’ (ta). Espinulas estéo identificadas
com um asterisco ao lado do espinho correspondente. Escala tridimensional (valida para todas as

imagens) = 2 um.

10. Neurdnios Pequenos. Algumas células neuronais de pequenas dimensoes,
maiores que a glia e bem menores que as outras formas neuronais foram observadas.
Os somas apresentaram diversos formatos. Observamos formatos fusiformes,
retangulares e globosos, todos eles com 2 ou 3 dendritos primérios (Figura 5.29). Pela
técnica de Sholl, sugere-se que o padrdo de ramificacdo dendritico € aumentado nas
regibes proximais em relagdo ao soma, diminuindo abruptamente na regido medial e
distal dos ramos no neurépilo (Figura 5.30). Os neurbnios pequenos selecionados
apresentaram alta densidade de espinhos dendriticos, inclusive no préprio corpo
celular. Foram observados espinhos isolados ou formando agrupamentos tanto nos
ramos dendriticos proximais, médios e distais. Os espinhos eram de todos os tipos,
formando um continuum de formas e tamanhos, com notavel presenca de aspectos de

transi¢do ou atipicos (Figura 5.31).

81



Q)
x"\

10pm

Figura 5.29

82



Figura 5.29 Neurdnio Pequeno Fusiforme. (A) Desenho esquematico de seccédo coronal do cérebro
adulto humano com a localizagdo do nucleo cortical posterior da amigdala (PCo; 9,3 mm posterior ao
ponto médio da comissura anterior; baseado no atlas de Mai et al. (2008). A localizagdo do nACo foi
conferida e confirmada na versao do atlas de Mai et al. (2015)), onde foi observado neurénio pequeno
fusiforme (*). (B) Imagem microscépica digitalizada e reconstruida bidimensional do neurdnio pequeno
fusiforme impregnado pela técnica de Golgi e visualizado por microscopia de luz. (C) Imagem
microscopica do corpo neuronal (seta) do neurénio pequeno fusiforme no nicleo de estudo corado pela
técnica da tionina. Legenda: BM: ndcleo amigdaliano basomedial; sas: sulco semianular; opt: trato éptico;
PCo: nicleo amigdaliano cortical regido posterior. Coordenadas: S: superior; I: inferior; M: medial; L:

lateral.
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Figura 5.30 (A) Imagem microscopica digitalizada e reconstruida bidimensionalmente de neurbnios
pequenos impregnados pela técnica de Golgi e visualizados por microscopia de luz encontrados na
amigdala cortical posterior. Observamos axdnio (ax) no neurbénio pequeno fusiforme 2. (B) Analise do
padréo de ramificagdo dendritica empregando-se a técnica dos circulos concéntricos de Sholl (A distancia
entre cada circulo concéntrico é de 50um como ilustrado na parte superior direita da imagem). No grafico
sdo apresentadas medidas a cada 10um. Note-se a relacdo entre o nimero de ramos dendriticos que
passam pelos bordos dos circulos a medida que se estendem pelo neurdpilo como indicativo da regido

dendritica de predominancia de ramificacdes.
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Figura 5.31 Imagem microscépica digitalizada e reconstruida tridimensionalmente para demonstrar os
detalhes morfolégicos dos espinhos dendriticos deste mesmo neurénio. A partir da localizagdo no
neurdnio do centro da figura, as imagens correspondentes as areas selecionadas (indicada pela letra ‘a’)
est4 indicada de forma correspondente e em maior aumento no entorno. Na figura a’ a imagem esta com
discreta rotagdo para melhor visualizagdo de espinhos dendriticos. Notem-se a presenca, distribuigao,
densidade e diversidade de formas dos espinhos dendriticos no soma e nos ramos dendriticos proximais
e distais. Os espinhos foram classificados como: ‘fino’ (t), ‘achatado’ (s), ‘espesso’ (w), formato de
‘cogumelo’ (m), ‘ramificado’ (r), com ‘formas de transicdo’ ou ‘atipicos’ (ta). Espinulas estédo identificadas
com um asterisco ao lado do espinho correspondente. Escala tridimensional (valida para todas as
imagens) = 2 um.

Espinhos dendriticos

Espinhos dendriticos de todas as formas foram observados em todos os
neurbnios encontrados no nACo humano. Em maiores detalhes, esses espinhos
apresentam-se como um continuum de formas e tamanhos como pode ser observado
apés reconstrucdo tridimensional de imagem. Ademais, apresentaram-se com

densidades que qualificamos como baixa, alta e muito alta (Figura 5.32).
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Figura 5.32 Reconstrugédo tridimensional de imagem obtida dos espinhos dendriticos impregnados pela
técnica de Golgi e observados no nucleo cortical da amigdada humana. Exemplos representativos das
diferentes formas séo apresentados como espinhos (A) finos (thin), (B) espessos (stubby), (C) amplos
(wide), (D) tipo cogumelo (mushroom), (E) ramificados (ramified), e (F) atipicos ou de transi¢ao (atypical
or transitional). (G) A densidade de espinhos dendriticos variou desde baixa (low), alta (high) até muito

alta (very high). A barra de escala aplica-se para as imagens correspondentes.

Imunohistoquimica para GFAP

Foram observados astrocitos protoplasmaticos de formato estrelado
caracteristico, com prolongamentos que se irradiavam do corpo celular e se
projetavam em todas as dire¢Bes formando uma trama difusa no neurépilo do nACo
humano (Figura 5.33A). Os resultados de imunohistoquimica para GFAP séo
congruentes com as imagens obtidas com a técnica de Golgi, a qual proporcionava a
identificacdo de astrécitos com idéntico aspecto (Figura 5.33B). Ademais, 0 aspecto
de distribuicdo dos astrécitos que expressavam GFAP foi varidvel em duas amostras
estudadas, em uma com maior expressao e em outra menor, apesar de terem sido
feitos os mesmos procedimentos experimentais e estudadas as mesmas regides no
nACo. Isso indica a possibilidade de variabilidade nessa expressao protéica por varias
condic¢@es individuais e/ou dos procedimentos em si (Figuras 5.34 e 5.35). Proximo da
superficie, ha alta densidade de prolongamentos astrocitarios e, logo a seguir, em
direcdo interna, aparecem corpos astrocitarios mais isolados, embora mantenha-se a
ramificacao profusa dos seus prolongamentos no neurépilo nas partes anterior (Figura

5.34) e posterior (Figura 5.35) do nACo humana.
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Figura 5.33 Astrdcito protoplasmatico na regido da amigdala cortical posterior. (A) Astrdcito (seta)
com grande numero de prolongamentos longos e extremamente ramificados. Técnica de Golgi. (B)
Astrécitos (setas) com aspecto semelhante aos achados na técnica de Golgi. Nota-se uma trama de
ramificacdo profusa entre os astrdcitos. Técnica de imunohistoquimica para GFAP. Legenda: BV: vasos

sanguineos; GFAP: Proteina acida fibrilar glial.
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Figura 5.34 Imagem microscoépica do parénquima da regido anterior do nicleo cortical da amigdala
humana. Observe as diferencas de imunoreatividade dos astrocitos neste nidcleo, onde em (A)
encontramos areas com menor imunoreatividade e em (B) areas com maior imunoreatividade através da
técnica de imunohistoquimica para GFAP. Legenda: ACoD: regido dorsal do nucleo cortical da amigdala;
ACoV: regido ventral do nacleo cortical da amigdala; BM: nicleo amigdaliano basomedial; GFAP: proteina
acida fibrilar glial; sas: sulco semianular; opt: trato 6ptico. Coordenadas: S: superior; I: inferior; M: medial;

L: lateral.
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Figura 5.35 Imagem microscépica do parénquima da regido posterior do nucleo cortical da amigdala
humana. Observe as diferencas de imunoreatividade dos astrocitos neste nicleo, onde em (A)
encontramos areas com menor imunoreatividade e em (B) areas com maior imunoreatividade através da
técnica de imunohistoquimica para GFAP. Legenda: BM: nulcleo amigdaliano basomedial; GFAP:
proteina &cida fibrilar glial; PCo: nucleo cortical posterior da amigdala; sas: sulco semianular; opt: trato

Optico. Coordenadas: S: superior; I: inferior; M: medial; L: lateral.
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VI. DISCUSSAO

O presente trabalho, original para estudo do nACo humano, empregou a
técnica histologica da tionina, a técnica de Golgi desenvolvida para emprego no tecido
nervoso humano mantido em solucgéo fixadora comum durante meses, o que permitiu
alcancar resultados para o estudo da morfologia neuronal com elevada qualidade e
nivel de detalhes morfolégicos (Dall'Oglio et al., 2010, 2013, 2015; Rasia-Filho et al,
2016), e a técnica de imunohistoquimica para GFAP como complementar ao estudo
dos componentes celulares locais. Conforme 0s objetivos, os resultados obtidos sdo
interpretados de forma descritiva e serdo discutidos a seguir com base nos estudos
limitados existentes sobre o nACo em nossa espécie e as possibilidades de

interpretacéo dos dados aqui obtidos.

Limitagcdes técnicas

A técnica de Golgi gera impregnacdo neuronal pela prata com caracteristica
randdmica e variavel. Em modelos animais rigorosamente controlados, utilizam-se
procedimentos de perfusdo para fixagédo tecidual (Glasser and Van der Loos, 1981;
Angulo et al., 1996; Gibb et al., 1998), enquanto nas amostras coletadas em humanos
isso ocorre principalmente por imersdo da amostra em formaldeido (Rosoklija et al.,
2003; Friedland et al., 2006; Dal'Oglio et al., 2007, 2010). Isso torna um desafio
trabalhar com amostras humanas que sao dificeis de padronizar em muitas variaveis
que influenciam a viabilidade e conserva¢éo do tecido nervoso. Dentre essas estdo o
tempo decorrido desde o 6bito, a temperatura ambiente até a obtencdo da amostra
para estudo, a causa mortis e todas as variaveis que afetavam o doador do tecido
ainda em vida (Jacobs et al., 2001; Lu et al., 2013; Garey et al., 2014; Dall’Oglio et al.,
2015). Considera-se que até 10% das células nervosas locais ficam visiveis com o
emprego da técnica de Golgi (Dall'Oglio et al., 2007). Em nossa experiéncia com
tecido humano, esse percentual € muito menor dependendo das condigbes de
conservacdo da amostra. Nao obstante, a técnica de Golgi continua sendo o
procedimento de maior utilidade pratica e o mais adequado para revelar a morfologia
dos diversos tipos de neurbnios no sistema nervoso de diferentes espécies (Torres-
Fernandez, 2006).

Ha de se considerar que o tecido cerebral humano no periodo post-mortem é

submetido a anoxia e a processos autoliticos (Dall'Oglio et al., 2015). Os neurdnios
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sdo altamente susceptiveis a lesdo isquémico-hipoxica que se instala em poucos
minutos apds parada cardiocirculatoria. Acabando a oferta de oxigénio aos tecidos,
ocorre disfungdo metabdlica que compromete a bomba de Na*-K*, resultando no
acumulo imediato de sédio e &gua no interior celular, provocando o inicio do edema
celular e na sequéncia, o dano a membrana celular (Sattar, 2011). Esse edema
intracelular pode alterar a identificacdo da forma de espinhos dendriticos (Fiala et al.,
2002; Garcia-Lopez et al., 2007) e de espinulas (Tarrant and Routtenberg, 1977). Por
isso que a obtencdo de dados morfométricos deve ser tomada com maior cautela ou
mesmo nao ser realizada para que se evitem resultados muito discrepantes em
relacdo a realidade e advindos de tecido com lesdo autolitica e apds todo

processamento histolégico realizado (Dall’Oglio et al., 2015).

Neurdnios do nacleo cortical do complexo amigdaliano humano

A posicao anatdmica do nACo junto a superficie pial do complexo amigdaliano
sugere que, no complexo amigdaliano de primatas, este seja um nldcleo com
caracteristica de area de transicdo com componentes celulares que lembram estrutura

subcortical e os de cértex primitivo com neurdnios piramidais (Amaral et al., 1992).

No nACo, os neurbnios foram classificados segundo critérios morfolégicos
onde consideraram-se: (1) soma celular: estudo da forma e tamanho; (2) dendritos:
estudo do numero, forma, distribuicdo, comprimento e padrdo de ramos dendriticos; e,
(3) espinhos dendriticos: estudo da presenca, densidade, distribuicdo e formas (Jones
e Peters, 1984). Para cada um dos tipos estudados, a analise dos dados da técnica
dos circulos concéntricos de Sholl (Sholl, 1956) indicam as tendéncias de distribuicdo
espacial dos ramos dendriticos e a arquitetura neuronal. Essas informa¢des ndo estao
completas para interpretagdo inequivoca dos resultados o que pode ser explicado pelo
fato de que nem todos os ramos dendriticos foram observados completamente em sua
extensao. Esta € uma limitacao inerente a técnica de Golgi, da espessura da seccao
tecidual e do grau de impregnacao de cada neurdnio. Nao obstante, foram estudados
0s neurbnios mais representativos de cada tipo e que melhor impregnacdo

apresentavam.

Dados sobre ax6nios ndo foram obtidos ou por restricdo técnica ou por
existirem prolongamentos mielinizados nos neurdnios locais e que nao foram
impregnados pela prata. De fato, o estudo dos axdnios pela técnica de Golgi é

dificultado pelo fato de que a maioria dos axénios sdo impregnados somente em um
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pequeno trajeto a partir da sua origem, justamente na regido ndo mielinizada do seu
segmento inicial (Sloper e Powell, 1976, 1979). Como ndo h& estudos eletrofisioldgicos
ou hodoldgicos dos neurdnios do nACo humano, o papel funcional de cada um deles é
ainda desconhecido, embora inferéncias possam ser feitas baseadas em dados de
outras espécies ou outras areas cerebrais (Gloor, 1997). Toda a celularidade
diversificada encontrada pode significar que esse nucleo desempenha mdultiplas
funcbes de integracdo e processamento de informagcbes em seres humanos,

possivelmente envolvendo Vvarios circuitos ou subpopula¢des neuronais.

Desta forma, o neurbnio Piramidal Modificado (Figura 5.2) € o que mais se
aproxima do tipo neuronal piramidal. Para poder classificar e denominar este neurdnio
como pyramidal-like, fizemos uma comparacdo com os neurdnios piramidais do cortex
cerebral, para assim podermos discutir e justificar nossos achados e o porqué dessa
nomenclatura. Nos neurdnios piramidais corticais, o corpo celular geralmente tem
formato conico ou triangular. Algumas variedades de soma, como a esférica, ovoide,
romboidal e formas irregulares podem ser encontradas (Vaughan, 1977; Jones e
Peters, 1984). Os neurdnios piramidais tém somas de diversos tamanhos (Feldman,
1976). O soma via de regra é liso, mas excepcionalmente um pequeno nimero de

espinhos pode ser encontrado na sua superficie (Jones e Peters, 1984).

A caracteristica principal dos neur6nios piramidais corticais é a presenca de um
dendrito apical dominante, com um didmetro maior em comparacdo aos dendritos
basais, que surge no apice do corpo celular e vai verticalmente em direcdo a superficie
pial, onde se ramifica em tufos ou rede de ramos terminais. A demarcagéo do dendrito
apical com o soma € ambigua, enquanto, a demarcagéo dos dendritos basais com o
corpo celular parece ser algo mais evidente. Tipicamente o numero de ramos
dendriticos obliquos que surgem no dendrito apical esta em torno de 2 a 5. Nos
dendritos basais sdo de 3 a 5 ramos (Jones e Peters, 1984). HA espinhos dendriticos
em todos 0s ramos, embora seja notavel a menor densidade ou mesmo a auséncia

desses elementos nos ramos mais proximais (Valverde, 1967; Jones, 1975).

Outras formas modificadas de neurbnios com caracteristicas piramidais séo
encontrados no cortex cerebral. Estes neurdnios tem dendrito apical curto, bifurcado
ou ausente, e muitas vezes ndo formam tufos terminais (Jones e Peters, 1984). No
nACo encontramos neurbnios muito parecidos a neurdnios piramidais, classificados
como outras formas modificadas de neurénios com caracteristicas piramidais, por isso
sua denominacgéo de piramidal modificado ou pyramidal-like como descrito por Jones

(1984; Figura 5.2 e 5.3A). Desse modo os neurdnios pyramidal-like poderiam ser
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considerados como uma forma primitiva de neurdnios piramidais no continuum
subcortical-alocortex-neocortex (Rasia-Filho et al., 2016). No nACo encontramos
formas pyramidal-like e n&o evidenciamos nenhum neurdnio tipicamente piramidal.
Devido a posicao anatbmica que este ndcleo ocupa é possivel que seja uma area
transicional para o alocértex (sistema olfatério e hipocampo que se caracterizam por

apresentar 3 a 4 camadas, em contraste com as 6 camadas do neocortex cerebral).

O neurdnio fusiforme do nACo (Figura 5.5) deveria ser comparado com
neurdnio que existe no cortex cerebral denominado de ‘bipolar’, com nomenclatura
imprépria dado o fato de apresentar 2 dendritos surgindo do soma (Jones e Peters,
1984). O dito neurdnio ‘bipolar’ tem soma em formato ovoide ou em fuso (Peters e
Kimerer, 1981), apresenta dimensdes relativamente uniformes e séo considerados 0s
menores neurbnios das areas neocorticais (Jones e Peters, 1984). Isso difere nos
nossos achados, onde o tipo fusiforme manteve o mesmo padrdo de dimensbes
comparativamente as outras formas neuronais presentes no nACo. Somente uma
forma fusiforme com muito menor dimensao foi classificado como neurdnio pequeno e

seré discutido logo a seguir.

Ademais, assim como no neurdnio ‘bipolar’, o neurdnio fusiforme encontrado no
nACo é formado por 2 dendritos principais, um desses dendritos apresentando
orientacdo pial. Cada dendrito emerge de um polo do corpo celular. Mas as vezes em
um dos polos podem surgir até dois dendritos (bipolar bifido ou em nosso caso
fusiforme bifido; Figura 5.6A). Em certos casos, pode emergir um dendrito muito fino e
curto de um lado do corpo celular. A orientagcdo vertical dos dendritos faz com que o
neurbnio apresente um ramo dendritico ascendente e um ramo descendente que
raramente séo simétricos (Jones e Peters, 1984). O ramo do dendrito ascendente no
neurdnio bipolar as vezes pode mudar de direcdo e tomar sentido descendente, isto
nao visualizado nos neurdnios fusiformes no nACo. Em alguns neurdnios bipolares
localizados no cértex cerebral os dendritos ascendentes chegam a camada superficial
(em direcéo pial), enquanto os dendritos descendentes podem alcancar camadas mais
profundas (em direcdo a substancia branca; Peters e Kimerer, 1981; Jones e Peters,
1984). Coincidentemente, os formatos fusiformes no nACo mantinham essa orientacao

espacial acompanhando os neurdnios pyramidal-like.

Os neurdnios ‘bipolares’ no cortex cerebral tém dendritos lisos, mas as vezes
alguns espinhos pequenos podem estar presentes (Feldman e Peters, 1978; Jones e
Peters, 1984). Contrariamente aos nossos achados, os dendritos dos neurdnios

fusiformes no nACo apresentaram alta densidade de espinhos dendriticos.
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Observamos espinhos dendriticos em toda a extensdo dos dendritos mantendo um
padrdo de densidade constante somente diminuta nas regides proximais dos
dendritos.

Nos neurdnios ‘bipolares’ do coértex cerebral, geralmente seus axo6nios,
mielinizados ou n&o-mielinizados, tem origem verticalmente ao dendrito primario
descendente e assumem a seguir trajetéria ascendente ou descendente (Peters e
Kimerer, 1981). Os axdnios destes neurbnios bipolares formam sinapses assimétricas
com neurdnios piramidais provocando nestes efeitos excitatérios (Jones e Peters,
1984). Geralmente recebem sinapses inibitérias no corpo celular e no seu dendrito
proximal de neurdnios estrelados sem espinhos ou escassos espinhos dendriticos
(smooth ou sparsely spined stellate neurons) e de células bipenachadas (bitufted;
Peters e Fairén, 1978; Peters e Proskauer, 1980). Os dendritos em suas regides mais
distais recebem aferéncias excitatérias (Jones e Peters, 1984). Alguns destes
neurdnios sao marcados com anticorpos para o polipeptideo intestinal vasoativo (VIP-
positivos). O papel do VIP no cortex cerebral é desconhecido, mas quando € aplicado
em neurdnios corticais produz forte excitagdo (Phillis et al., 1978; Dodd et al., 1979).
Outros neurbnios em contrapartida sdo marcados com anticorpos para o peptideo
colecistocinina (CCK-positivos) que igualmente excita neurdnios no cértex cerebral
(Innis et al., 1979; Emson e Hunt, 1981). Os neurbnios CCK-positivos sdo encontrados
em maior quantidade do que os neurdnios VIP-positivos (Emson e Hunt, 1981; Peters
et al., 1983). Esses dados também sugerem que estes peptideos podem ser
neurotransmissores primarios e que podem existir duas subpopulacdes de neurdnios
bipolares (Jones e Peters, 1984). Por essas caracteristicas similares, talvez o neurbnio
de formato fusiforme no nACo possa ser uma subpopulagdo de neurdnio bipolar com
alta densidade de espinhos dendriticos e, portanto, poderia ser considerado um

neurdnio bipolar-like, o que requer estudos adicionais para sua comprovacao.

Provavelmente, pelas suas caracteristicas morfolégicas, outras formas
neuronais encontradas no nACo podem ter alguma relagdo com os tipos celulares
encontrados no neocortex cerebral, os denominados neurdnios estrelados com alta
densidade de espinhos dendriticos (spiny stellate neurons) e os neurdnios estrelados
sem espinhos ou escassos espinhos dendriticos. Os neurdnios estrelados com alta
densidade de espinhos dendriticos sédo os neurbnios mais caracteristicos da camada
IV do cortex cerebral (Jones e Peters, 1984). Esses neurdnios se assemelham aos
neurdnios piramidais corticais, porém com a diferenca principal entre eles e que os
distingue é a auséncia do dendrito apical caracteristico dos neurbnios piramidais

(Lund, 1973). O corpo celular pode ser redondo ou ovoide. Geralmente séo
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multipolares, pois apresentam de 3 a 7 dendritos primarios que se irradiam em todas
as direcdes. A forma do corpo da célula € determinada pelo numero e a largura
relativa dos seus dendritos primarios (Rasia-Filho et al., 1999; Dall’'Oglio et al., 2013).

Os neurbnios estrelados sem espinhos ou escassos espinhos dendriticos
representam somente 5% do total dos neurbnios corticais e apresentam 3
subpopulacfes de tipos neuronais que sao os neurbnios denominados de células em
cesto (basket cell), as células em duplo ramalhete (double bouquet cells) e as células
em calendabro (chandelier cells; Jones e Peters, 1984). As células em cesto s&o
células estreladas, grandes e abundantes que sdo observadas no cortex visual e
cOrtex motor nas camadas Ill e V. Do seu soma surgem 4 a 10 dendritos de grosso
calibre que sdo geralmente sinuosos, longos, lisos, sem espinhos ou escassos
espinhos dendriticos (Jones, 1975). As células em duplo ramalhete tém esta
nomenclatura por que esses neurbnios formam duplo ramo dendritico. Esta
caracteristica de arborizacdo dendritica praticamente simétrica que surge em dois
niveis € chamada também de bipenachada (bitufted; Jones e Peters, 1984; Rasia et
al., 1999) e apresentam caracteristicas de neurdnios inibitérios (Ribak et al., 1979;
Somogyi et al., 1983). As células em candelabro sé@o reconhecidas pela forma terminal
dos seus axbdnios que formam estruturas tipo “velas” orientadas verticalmente
lembrando um candelabro. Fazem assim, sinapses com o segmento inicial do axénio
das células piramidais (Somogyi, 1977). O soma geralmente € ovoide ou fusiforme
com dendritos surgindo no polo superior e inferior produzindo uma figura de arvore
dendritica da forma bipenachada e parecem estar envolvidas na inibicdo de neurénios

piramidais (Fairén e Valverde, 1980).

As células em duplo ramalhete e células em candelabro ndo foram encontradas
no nACo. Os formatos celulares que denominamos de angular-esférico (Figura 5.8),
triangular (Figura 5.11), retangular (Figura 5.14), poligonal-estrelado (Figura 5.17) e 0
redondo-cénico (Figura 5.20) pelas suas caracteristicas poderiam talvez ser
considerados como pertencendo a tipos de neurbnios estrelados com alta densidade
de espinhos dendriticos ou de células em cesto. Estas formas tém em comum a de
apresentar de 6 a 7 dendritos primarios com diversas arquiteturas na sua arvore
dendritica, podendo apresentar desde altas densidades até baixas densidades de
espinhos dendriticos. O formato do soma tambem é uma diferenca entre eles. Outros
estudos devem ser feitos para confirmar estas suposi¢cées que podem abrir um novo

campo de investigacao.
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Em relagcdo ao neurbnio angular-esférico, deve-se considerar relato anterior
sobre uma forma de neurdnio encontrado no MeA humano com corpo celular de
formato triangular com presenca de 3 dendritos priméarios e que néo correspondem as
caracteristicas morfologicas de neurdnios piramidais (Dall’'oglio et al., 2013). No nACo
foi visualizado neur6nio lembrando tal formato angular, mas, apés reconstru¢do 3D,
revelou-se tendo forma esférica apresentando até 6 dendritos priméarios, como descrito
nos resultados. Isto nos leva a crer que este neurdnio é uma forma diferente daquela
achada na MeA denominada de angular e por isso o denominamos de angular-

esférico.

O neurdnio retangular ja foi relatado no MeA humano onde foi observado em
pequeno numero e apresentando-se com soma grande e multiplos dendritos primarios
(Dalloglio et al., 2013). No nACo este neurbnio manteve essas mesmas
caracteristicas, embora essa forma neuronal tenha sido achada de maneira mais

frequente neste estudo.

O neurbnio pear shaped (Figura 5.23) que encontramos no nACo tem a
mesma estrutura morfolodgica aquela descrita no MeA humano, onde apresenta forma
de pera, 2 dendritos primarios caracteristicos com padrdo de ramificacdo moderada
(Dall'Oglio et al., 2013). No nACo o ramo dendritico mais proeminente se mostrou
mais emaranhado comparativamente com aqueles descritos no MeA. Ja o neurénio
fork-like (Figura 5.26 e 5.27A) tem somente um dendrito principal o que lhe confere

ocorréncia unica nesta regiao do nACo.

Por ultimo, decidimos classificar como neurdnios pequenos (Figura 5.29 e
5.30A), um grupo de formas neuronais que apesar de apresentar diversas formas
sométicas tinham a peculiaridade de serem bem menores comparativamente com as
outras formas neuronais anteriormente relatadas. Nossa observacao pela técnica da
tionina confirmou esses achados. Também no cortex cerebral, na camada Il e IV, sdo
encontrados neurbnios muito pequenos denominados de células gliaformes
(neurogliaform cells) ou células em teia de aranha (spiderweb cells). Esses neurbnios
sdo quase minusculos, com um grande numero de radia¢cdes dendriticas finas,
pequenas, com varicosidades e sem ramificagcbes (Ramon y Cajal, 1922; Valverde,
1971, 1978). Os neurbnios pequenos no nACo, porém, apresentam dimensdes

maiores que as células gliais e, além disso, ndo tém caracteristica multidendritica.

De Olmos, (2004) refere que em cada subnucleo do nACo nos mamiferos
estudados predominavam algumas formas neuronais especificas. Enquanto na ACo

h& predominancia de formas pyramidal-like e fusiformes, na PCo estdo as formas
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angular e fork-like. Diferentemente, na nossa observacéo, encontramos as 10 formas
neuronais supracitadas em numero significativo e amplamente distribuidas tanto na
ACo (Figura 5.1A) quanto na PCo (Figura 5.1B).

Quanto aos espinhos dendriticos, pelas imagens obtidas nas reconstrucdes 3D,
podemos observar claramente que existem todas as formas relatadas considerando
trabalhos anteriores que guiaram nosso estudo. Ou seja, 0s espinhos dendriticos
apresentam as mesmas caracteristicas relatadas por Jones e Peters (1984) e por

Dal’Oglio et. al. (2015) em cérebro humano.

A maioria das formas neuronais apresentou alta densidade de espinhos
dendriticos em quase todos o0s segmentos dos seus ramos dendriticos, somente
poupando o segmento inical. Particularmente os neurdnios das formas angular e
retangular em alguns segmentos dendriticos apresentavam zonas com alta densidade
de espinhos dendriticos intercalando com outras zonas de baixa densidade. Os somas
neuronais via de regra ndo apresentaram espinhos dendriticos, a ndo ser o soma dos
neurdnios pequenos, onde ficou bem caracterizado por apresentarem em toda sua
superficie espinhos dendriticos facilmente visualizados em grande quantidade. Muito
impressionante é que nas formas neuronais pear-shaped e fork-like observamos
algumas areas com densidade muito alta de espinhos dendriticos dificeis de

individualizar, contar e classificar.

Mudancas dindmicas no nimero e na forma dos espinhos dendriticos podem
ocorrer ao longo da vida (Toni et al.,, 1999; Kuwajima et al., 2013; Tonnesen et al.,
2014; van der Zee, 2015). Em que momento os espinhos dendriticos estdo sendo
estudados é uma variavel que em humanos é dificil determinar. A densidade de
espinhos dendriticos em um segmento dendritico é o resultado do aporte sinaptico que
esta area recebe e que diferentes formas dos espinhos podem se relacionar com a
complexidade da modulagéo sinaptica (Kasai et al., 2003; Hermel et al., 2006; Alvarez
et al., 2007; Arellano et al., 2007; Dall’Oglio et al., 2008a, b, 2015; Rasia et al., 2009;
Arpini et al., 2010; Brusco et al.,, 2010; Zancan et al., 2015). Nosso estudo sugere
como séo os espinhos em pacientes higidos neurologicamente, embora valha lembrar
gue as amostras foram obtidas em individuos entre 47 e 75 anos de idade, que
provavelmente sofreram efeitos do envelhecimento, de doengas e situagdo critica a
gue estiveram expostos, além dos efeitos da leséo celular provocadas pelo 6bito do
individuo até a colocacdo da pecga coletada em material de preservagéo, entre 6-12h
post- mortem. Todas essas condicdes podem gerar alteracées da densidade e forma

dos espinhos dendriticos (Purpura, 1974; Connor and Diamond, 1982; Marcuzzo et al.,
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2007; Khibnik et al., 2015). Nao obstante, todos os tipos de espinhos dendriticos foram
observados no nACo humano sem preponderancia especifica em algum tipo neuronal
(Figura 5.32; Peters e Kaiserman-Abramof, 1970; Dall’Oglio et al., 2015). As formas
transicionais ou atipicas foram as mais numerosas e se caracterizaram por aspecto
polimorfico, complexo, randémico e de dificil classificacdo em algum tipo especifico.
As reconstrucdes 3D evidenciam espinhos finos, achatados, espessos, com formato
de cogumelo, ramificados, atipicos ou transicionais.

Astrocitos do nucleo cortical do complexo amigdaliano humano

No presente estudo descritivo, encontramos numerosos astrocitos
protoplasmaticos no nACo humano (Figura 5.33). Os resultados da imunorreatividade
para GFAP complementaram a identificacdo dos astrocitos protoplasméaticos
comparativamente com os corados com tionina em todas as areas do nACo. Cabe
mencionar que os corpos celulares gliais ndo apresentam formas uniformes, sendo
observados corpos esféricos e polimérficos. Dos corpos celulares surgem ramos
multiplos, espessos e finos que apresentaram comprimentos variaveis formando uma
rede entre eles (Figura 5.33B). Estes astrocitos foram encontrados isolados ou
aglomerados geralmente na proximidade de vasos sanguineos. Achados parecidos
com essa trama complexa entre astrcitos também foram relatados no MeA humana
(Dall"Oglio et al., 2013). Adicionalmente, observamos que existe uma densidade
astrocitaria heterogénea no nACo, maior na parte mais externa com extensa
ramificacdo astrocitaria e menor na parte mais interna nuclear, onde predominavam
especialmente corpos celulares e prolongamentos mais isolados. Foi igualmente
observado que as mesmas areas estudadas apresentavam maior e menor
imunoreatividade para a GFAP independentemente do lado hemisférico estudado
(Figura 5.34 e 5.35). Essas diferencas podem ser devido a diferencas sutis
envolvendo a técnica e a quantidade de epitopos de ligacdo para o0 anticorpo
empregado ou mesmo a diferencas proprias de cada individuo.
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VIl. CONCLUSOES

O nACo humano apresenta neurdnios tipo piramidal-like. Isso |he confere
caracteristicas de area de transi¢éo para o alocortex e de area de surgimento evolutivo
de tais neurdnios no continuum subcortical-alocortex-neocortex. A presenca de 10
tipos neuronais sugere que tal diversificacdo celular representa multiplas funcdes de

integracdo e processamento de informacfes em seres humanos.

As reconstrugdes 3D evidenciam no nACo espinhos finos, achatados,
espessos, com formato de cogumelo, ramificados e atipicos ou transicionais. Todos 0s
tipos de espinhos dendriticos observados ndo apresentam preponderancia especifica

em algum tipo neuronal.

Os astrocitos protoplasmaticos no nACo apresentam caracteristicas parecidas
as descritas na MeA humana.

102



VIIl. PERSPECTIVAS

Nossa expectativa € fazer um mapeamento e explorar todos os subnucleos do
complexo amigdaliano humano descrevendo as formas neuronais de cada regido.
Desta forma, pretende-se comparar os diversos nucleos e estabelecer semelhancas e
diferencas e estudar as possiveis relacdes filogenéticas, estruturais e de conexdo

entre cada nucleo amigdaliano humano.
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