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RESUMO 

 
A descrição da estrutura tridimensional (3D) do corpo neuronal, da 

ramificação dendrítica e dos espinhos dendríticos dos neurônios é essencial para a 

compreensão de como ocorre o processamento de informações no sistema nervoso 

ao longo da filogenia, mormente à complexidade que existe no ser humano. 

Frequentemente, esses componentes da estrutura neuronal apresentam 

conformações espaciais múltiplas, tornando necessária a elaboração de 

reconstruções 3D digitais para estudos morfológicos mais detalhados e precisos. A 

elaboração dessas reconstruções é, no entanto, desafiadora devido às questões 

relacionadas com a disponibilidade de “software” e com a complexidade do tecido 

nervoso e dificuldades técnicas inerentes ao processamento histológico de 

amostras postmortem humanas. A presente dissertação de mestrado teve como 

objetivo aplicar e desenvolver procedimentos de reconstrução 3D a fim de estudar 

a forma de neurônios humanos e seus espinhos dendríticos impregnados pela 

técnica de Golgi sob microscopia óptica de campo claro. A partir de imagens de 

microscopia de luz capturadas sequencialmente ao longo do eixo espacial ‘z’, o 

“software” open-source Neuromantic foi utilizado para a elaboração de 

reconstruções 3D e obtenção de dados morfométricos dos corpos celulares e 

ramificações dendríticas dos neurônios de von Economo presentes no córtex 

cingulado anterior e de neurônios com corpo celular fusiforme no pré-cúneo 

humanos. Para o estudo da presença, distribuição, número e diferentes formas dos 

espinhos dendríticos desses neurônios, reconstruções 3D foram feitas com 

algoritmo computacional na plataforma comercial MATLAB® com imagens 

microscópicas de maior aumento. De modo a evitar o uso adicional de “software” 

comercial, por causa de altos custos impeditivos e menor acesso a todos os 

pesquisadores, o presente trabalho também objetivou desenvolver um método 

adicional, simples, acessível e confiável para a reconstrução 3D de espinhos 

dendríticos com “software” gratuito. Para isso, utilizou-se o “software” open-source 

ilastik, que emprega algoritmos de aprendizado supervisionado de máquina para a 

segmentação de imagens. Esse novo método foi aplicado para a composição de 

reconstruções 3D dos espinhos dendríticos de neurônios do núcleo cortical do 

complexo amigdaloide humano, mas pode ser utilizado a priori em diversas outras 



 
 

áreas nervosas igualmente. As ferramentas computacionais que permitiram a 

elaboração das reconstruções 3D geraram dados morfológicos imprescindíveis 

sobre a forma do soma, orientação espacial dos ramos dendríticos nos três eixos 

espaciais e da presença, distribuição, número e forma diversa dos espinhos 

dendríticos dos neurônios estudados. Neurônios corticais e subcorticais humanos 

(e de outros animais) podem ser reconstruídos para estudos ontogenéticos, 

filogenéticos e hodológicos em cada área de interesse e/ou tipo neuronal relevante 

bem como para a investigação  de alterações morfológicas de estruturas neuronais 

em doenças neurológicas e psiquiátricas. Por utilizar “software” que estão 

gratuitamente disponíveis para download e uso, o presente trabalho disponibiliza 

como realizar tais estudos e viabiliza o desenvolvimento de pesquisas nas quais as 

reconstruções 3D neuronais tornam-se acessíveis, mesmo com poucos recursos 

disponíveis, com qualidade, relevância internacional e atualidade dos dados 

obtidos, contribuindo para o conhecimento humano na área da Morfologia e das 

Neurociências. 

 

Palavras-chave: neurônios corticais humanos, neurônios de von Economo, 

complexo amigdaloide humano, técnica de Golgi, reconstruções tridimensionais 

(3D) de imagem, aprendizado de máquina, espinhos dendríticos. 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 

 
The description of the three-dimensional (3D) structure of the neuronal body, 

the dendritic branching and the dendritic spines of neurons is essential for 

understanding how information processing occurs in the nervous system throughout 

the phylogeny, especially given the complexity that exists in humans. These 

components of the neuronal structure often have multiple spatial conformations, 

making it necessary to elaborate 3D digital reconstructions for more detailed and 

accurate morphological studies. However, the elaboration of these reconstructions 

is challenging due to issues related to the availability of software and the complexity 

of nervous tissue and technical difficulties inherent to the histological processing of 

human postmortem samples. The present master's dissertation aimed to develop 

and apply 3D reconstruction procedures in order to study the shape of human 

neurons and their dendritic spines impregnated by the Golgi technique and seen 

with bright-field optical microscopy. From light microscopy images captured 

sequentially along the 'z' spatial axis, the open-source software Neuromantic was 

used to perform 3D reconstructions and to obtain morphometric data of cell bodies 

and dendritic ramifications of von Economo neurons and spindle-shaped neurons 

present, respectively, in the anterior cingulate cortex and in the human precuneus. 

To study the presence, distribution, number, and different shapes of the dendritic 

spines of these neurons, 3D reconstructions were performed with a computational 

algorithm on the commercial MATLAB® platform. In order to avoid the additional 

use of commercial software, due to high costs and less accessibility to all 

researchers, the present work also aimed to develop an additional, simple, 

accessible and reliable method for the 3D reconstruction of dendritic spines with 

free software. For this, the open-source ilastik software, which employs supervised 

machine learning algorithms for image segmentation, was used. This new method 

was applied to the composition of 3D reconstructions of the dendritic spines of 

neurons located in the cortical nucleus of the human amygdaloid complex, but it can 

be used a priori in several other brain areas as well. The computational tools that 

allowed the elaboration of the 3D reconstructions generated essential morphological 

data about the shape of the soma, the spatial orientation of the dendritic branches 

in the three spatial axes and the presence, distribution, number and diversity of 



 
 

shapes of the dendritic spines of the neurons studied. Human (and other animal) 

cortical and subcortical neurons can be reconstructed for ontogenetic, phylogenetic 

and hodological studies in each area of interest and/or relevant neuronal type as 

well as for the investigation of morphological alterations of neuronal structures in 

neurological and psychiatric diseases. By using software that is freely available for 

download and use, the present work provides information about how to carry out 

such studies and enables the development of research in which 3D reconstructions 

become accessible. Even with few available resources, high-quality studies with 

international relevance that contributed to Morphology and Neurosciences were 

possible. 

 

Keywords: human cortical neurons, von Economo neurons, human amygdaloid 

complex, Golgi technique, three-dimensional (3D) image reconstructions, machine 

learning, dendritic spines. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Reconstruções tridimensionais digitais como meio de estudo da forma e 

função de neurônios 

 

As contribuições feitas por Camillo Golgi (1843–1926) para o estudo do 

sistema nervoso central são um dos pilares da Neurociência moderna (Bentivoglio 

et al., 2019). O método de impregnação pela prata de células nervosas 

desenvolvido por ele permitiu que fossem elaborados, a partir de uma preparação 

histológica relativamente simples, os primeiros estudos sobre a forma dos 

neurônios e de células da glia (Golgi, 1873; DeFelipe, 2002, 2015). No processo de 

impregnação, o tecido encefálico é colocado em soluções de dicromato de potássio 

e nitrato de prata, que reagem e formam o cromato de prata (Walker; Herskowitz, 

2021). Os grânulos de cromato de prata se acumulam e gradualmente cobrem a 

superfície interna e o citoplasma das células nervosas (Fairén, 2005) permitindo a 

visualização das estruturas neuronais (principalmente corpo celular e a arborização 

dendrítica) com grande contraste em relação ao “fundo” histológico (“background”; 

Das; Reuhl; Zhou, 2013; Mancuso et al., 2013). Com a técnica, o próprio Camillo 

Golgi descreveu a forma de neurônios do bulbo olfatório e diferentes tipos de 

neurônios do córtex cerebral humano (Golgi, 1873, 1875, 1882–1883, 1901). Essa 

mesma técnica também possibilitou que mais pesquisadores estudassem o sistema 

nervoso central. Ramón y Cajal (1852–1934) adotou a técnica de Golgi e produziu 

uma quantidade de descrições e ilustrações de estruturas neuronais (Ramón y 

Cajal, 1909–1911) que até hoje impressionam pela quantidade de detalhes 

(Parekh; Ascoli, 2013). Desde os trabalhos desses dois autores, a microscopia de 

luz aliada à técnica de Golgi tem sido uma ferramenta amplamente utilizada para o 

estudo de formas celulares e da citoarquitetura de muitas regiões encefálicas (Wilt 

et al., 2009; Magliaro et al., 2019). E, embora tenha sido criada no século XIX, a 

técnica de Golgi continua sendo essencial para a visualização e caracterização da 

arquitetura neuronal (Milatovic et al., 2010; Rasia-Filho, 2022). 
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Desde as primeiras descrições feitas por Golgi e Cajal, dados morfométricos 

(como tamanho do corpo celular, número, comprimento e volume de dendritos) de 

neurônios têm contribuído para a compreensão do sistema nervoso central 

(Jungblut et al., 2012; Ferreira et al., 2014; Arshadi et al., 2021). No entanto, por 

mais completas que sejam as descrições feitas a partir da visualização 

microscópica, são necessários recursos adicionais para a descrição da forma plena 

e de dados morfométricos das três dimensões espaciais de neurônios. Isso porque 

as células neuronais frequentemente apresentam estruturas com formas 

tridimensionais (3D) complexas (Wang et al., 2019) e, na microscopia convencional, 

apenas duas dimensões espaciais são levadas em consideração (Luengo-Sanchez 

et al., 2018). Uma das maneiras de caracterizar a forma neuronal nas três 

dimensões espaciais é por meio da elaboração de reconstruções 3D digitais 

(Arshadi et al., 2021; Conte et al., 2021). 

O conhecimento acerca da forma 3D de um neurônio é essencial para 

determinar seu fenótipo, conectividade, integração sináptica e seu papel em um 

circuito neuronal (Sholl, 1956; Spruston, 2008; Meijering, 2010; Peng et al., 2015; 

Wang et al., 2017; Abdellah, 2018; Yuan et al., 2019; Huang et al., 2020; Chen et 

al., 2021). Ao descreverem o formato e a localização de estruturas neuronais, como 

dendritos e axônios, as reconstruções 3D fornecem uma poderosa ferramenta para 

a investigação da forma e função dos neurônios (Donohue; Ascoli, 2011) uma vez 

que permitem a obtenção da estrutura celular plena (Scorcioni; Polavaram; Acoli, 

2008; Correa-Júnior et al., 2020; Fuentealba-Villarroel et al., 2022). Esses dados se 

tornam especialmente úteis quando se considera que a geometria 3D de estruturas 

como os dendritos se relaciona diretamente com as propriedades biofísicas do 

neurônio, com o quanto de membrana celular está disponível para contatos 

sinápticos e como é feita a integração de inputs sinápticos excitatórios e inibitórios 

para o estabelecimento de domínios espaço-temporais para a integração sináptica 

em cada neurônio (Spruston, 2008; Yuste, 2010; Rochefort; Konnerth, 2012; 

Spruston et al., 2013; Hayashi-Takagi et al., 2015; Rollenhagen; Lübke, 2016; 

Tønnesen; Nägerl, 2016; Nakahata; Yasuda, 2018; Correa-Júnior et al., 2020). As 

reconstruções ainda possibilitam a elaboração de modelos eletrofisiológicos em 

ambientes virtuais por simulações de funcionamento (Ascoli; Donohue; Halavi, 
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2007; Gouwens et al., 2018; Chen et al., 2022). Os modelos computacionais 

permitem inferir princípios-chave do funcionamento das estruturas neuronais. Em 

relação aos dendritos, tais modelos possibilitam a manipulação rápida, sistemática 

e repetidas de propriedades que seriam inviáveis de serem manipuladas em tecido 

vivo ou in vitro, como alterações na forma e número das ramificações dendríticas 

ou modificações na distribuição de canais iônicos em compartimentos e em 

momentos específicos (veja-se Poirazi; Papoutsi, 2020 para uma revisão sobre o 

tema). Portanto, as reconstruções 3D se tornaram ferramentas indispensáveis para 

explorar a função neuronal (Svoboda, 2011; Yang et al., 2021). 

A elaboração de reconstruções 3D pode ser feita por meio da utilização de 

diferentes tipos de microscópios associados a variadas técnicas histológicas para 

visualização de tecido encefálico. Além de trabalhos que utilizaram a já citada 

técnica de Golgi associada à microscopia de luz (Petanjek et al., 2008; Bicanic; 

Hladnik; Petanjek, 2017; Bentivoglio et al., 2019; Correa-Júnior et al., 2020; 

Fuentealba-Villarroel et al., 2022), também é possível obter reconstruções 3D com 

técnicas histológicas aliadas à microscopía confocal (Ruszczycki et al., 2019; 

Callara et al., 2020; Yang et al., 2021), microscopia eletrônica (Chklovskii; 

Vitaladevuni; Scheffer, 2010; Bosch et al., 2015; Lee, K. et al., 2019; Urakubo et al., 

2019), microscopia de dois fótons (Blackman et al., 2014; Urban et al., 2018) ou 

outras possibilidades (Meijering (2010); Donohue; Ascoli (2011), Halavi et al. 

(2012); Parekh; Ascoli (2013) e Acciai; Soda; Iannello (2016) para revisões de 

literatura sobre o tema). 

Muitos métodos computacionais para a obtenção das reconstruções 3D a 

partir de imagens 2D sequenciais de microscopia foram propostos (Myatt et al. 

2012; Zhou et al., 2016; Yang et al., 2021). A ideia básica é coletar as imagens 

microscópicas de modo sequencial ao longo do eixo espacial ‘z’ a fim de que seja 

obtido um conjunto de imagens de toda a forma neuronal. Depois da coleta das 

imagens sequenciais, o objetivo é “traçar”, por uma interface computacional, todas 

as estruturas neuronais observadas em cada um dos planos focais bidimensionais 

e, ao final, somar todos os traçados para que se obtenha um retrato 3D das 

estruturas neuronais (Halavi et al. 2012; Zhou et al., 2016). A aquisição de uma 

série de imagens (comumente chamada de image stack) adquiridas em intervalos 
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de profundidade repetidamente espaçados proporciona um alto grau de precisão 

de análise dos elementos celulares observados por microscopia (Taylor; Levenson, 

2006; Gautier; Ginsberg, 2021). Isso é particularmente importante para a 

elaboração de reconstruções 3D de neurônios. 

Nos últimos anos, foram desenvolvidos “software” que oferecem uma 

interface para a reconstrução 3D de neurônios a partir de imagens microscópicas 

obtidas sequencialmente. Entre os “software” comerciais mais populares estão o 

Neurolucida (Glaser; Glaser, 1990), Imaris (https://imaris.oxinst.com/), Neuron 

3DMA (Koh et al., 2002) e Amira 

(https://www.thermofisher.com/br/en/home/electron-microscopy/products/software-

em-3d-vis/amira-software/neuroscience.html). Embora esses “software” tenham 

ferramentas úteis que diminuem o tempo despendido pelos pesquisadores, eles 

apresentam um preço muito elevado para serem adquiridos e mantidos. A opção 

para contornar esse problema é utilizar “software” gratuitos e/ou open-source. 

Dentre esses, os mais utilizados são o Farsight (Wang et al., 2011), Trees Toolbox 

(Cuntz et al., 2011), Vaa3D (Peng et al., 2010), Simple Neurite Tracer (Longair; 

Baker; Armstrong, 2011), neoTube (Feng; Zhao; Kim, 2015), Neural Circuit Tracer 

(Gala et al., 2014) e o Neuromantic (Myatt et al. 2012).  

As reconstruções 3D de neurônios vistos em microscopia de luz são 

usualmente armazenadas em um tipo de arquivo computacional .swc (Stockley et 

al., 1993; Cannon et al., 1998; Ascoli et al., 2001; Parekh; Ascoli, 2013; Feng; Zhao; 

Kim, 2015; O’Halloran, 2020). Nesse tipo de arquivo, são armazenados e 

representados dados sobre as estruturas neuronais em um formato que é 

compacto, sendo qualitativamente e quantitativamente preciso e de fácil leitura. 

Esse tipo de reconstrução 3D se pauta em descrever os componentes celulares 

neuronais (corpo celular, ramificação dendrítica e axônios) como sendo uma série 

de cilindros interligados, sendo que cada um dos cilindros possui coordenadas 

espaciais ‘x’, ’y’ e ‘z’. Assim, a reconstrução 3D dos elementos celulares armazena 

dados morfométricos como comprimento, área, diâmetro e volume de cada 

estrutura neuronal. As reconstruções 3D dos neurônios no formato .swc atualmente 

são compartilhadas por um grande número de grupos de pesquisa em um 

repositório internacional chamado NeuroMorpho (hospedado no seguinte endereço 

https://imaris.oxinst.com/
https://www.thermofisher.com/br/en/home/electron-microscopy/products/software-em-3d-vis/amira-software/neuroscience.html
https://www.thermofisher.com/br/en/home/electron-microscopy/products/software-em-3d-vis/amira-software/neuroscience.html
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eletrônico: https://neuroMorpho.Org). O NeuroMorpho fornece uma cobertura 

extensa de reconstruções 3D descritas em publicações revisadas por pares (Ascoli; 

Donohue; Halavi, 2007; Donohue; Ascoli, 2011;  Halavi et al., 2012; Nanda et al., 

2015). Atualmente, o NeuroMorpho conta com mais de 180.000 reconstruções 3D 

de neurônios de várias espécies animais. Três reconstruções 3D que constituem 

um dos artigos científicos da presente dissertação de mestrado estão disponíveis 

no NeuroMorpho. Elas podem ser vistas acessando os seguintes links: 

https://neuromorpho.org/neuron_info.jsp?neuron_name=VEN1Figure4, 

https://neuromorpho.org/neuron_info.jsp?neuron_name=VEN2Figure5 e 

https://neuromorpho.org/neuron_info.jsp?neuron_name=VEN3Figure6.  

Além das estruturas neuronais como os dendritos e axônios, o estudo da 

geometria 3D dos espinhos dendríticos também é essencial para a compreensão 

do sistema nervoso central. Os espinhos dendríticos (ou espinhos, para maior 

simplicidade) foram descritos pela primeira vez por Santiago  Ramón  y  Cajal 

enquanto ele observava os dendritos de neurônios de Purkinje do cerebelo de ave 

(Ramón  y  Cajal, 1888; também veja García-López; García-Marín; Freire (2007) e 

Yuste (2015) para uma discussão mais aprofundada sobre os achados de Cajal). 

Enquanto os dendritos são o locus primário da conectividade pós-sináptica e podem 

compor até 90% da superfície pós-sináptica de alguns neurônios (Eberwine et al., 

2001), os espinhos, por sua vez, são pequenas protusões que emergem dos 

dendritos de muitos tipos de neurônios (Rochefort e Konnerth, 2012; Qiao et al., 

2016; Cornejo; Ofer; Yuste, 2022). Eles são os subcompartimentos pós-sinápticos 

mais importantes de neurônios excitatórios glutamatérgicos do encéfalo, sendo 

fundamentais para a transmissão sináptica, para a plasticidade neuronal (Helm et 

al., 2021; Kasai, et al., 2021) e para os processos de aprendizado, memória e 

cognição (Yuste, 2010, 2015; Ofer et al., 2022). Os espinhos podem formar uma ou 

várias sinapses (Brusco et al., 2014; Dall’Oglio et al., 2015; Rasia-Filho, 2022) e, 

dependendo do tipo de input sináptico recebido, sofrem alterações na sua forma, 

volume, tamanho e quantidade ao longo do tempo (Suratkal; Yen; Nishiyama, 

2021). Ou seja, os espinhos são estruturas altamente plásticas que podem ser 

constantemente alteradas frente à atividade neuronal  (Pchitskaya e Bezprozvanny, 

2020; Kasai, et al., 2021), o que faz com que o entendimento sobre suas formas, 

https://neuromorpho.org/
https://neuromorpho.org/neuron_info.jsp?neuron_name=VEN1Figure4
https://neuromorpho.org/neuron_info.jsp?neuron_name=VEN2Figure5
https://neuromorpho.org/neuron_info.jsp?neuron_name=VEN3Figure6
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tamanhos e quantidade seja profundamente significativo para o conhecimento das 

funções nervosas (Obashi; Taraska; Okabe, 2021; Ofer et al., 2022;). Os espinhos 

e suas reconstruções 3D serão abordados com maiores detalhes no próximo tópico 

desta dissertação. 

O primeiro objetivo da presente dissertação de mestrado foi integrar a 

observação microscópica a partir da técnica de Golgi às reconstruções 3D a fim de 

descrever a forma plena dos neurônios de von Economo (VENs) do córtex 

cingulado anterior (ACC) e dos spindle-shaped neurons (sugestivos de VENs) do 

pré-cúneo (PC) humano de pessoas adultas, sem quadros demenciais, falecidas 

sem doenças neurológicas ou psiquiátricas. Utilizando-se o “software” open-source 

Neuromantic, foi feita a descrição morfológica do corpo neuronal e da ramificação 

dos dendritos proximais até os dendritos mais distais, assim como dos ramos 

dendríticos colaterais. As reconstruções 3D também permitiram a obtenção de 

dados morfométricos do corpo celular e de toda a extensão da ramificação 

dendrítica dessas células. A presença, distribuição, número e diferentes formas dos 

espinhos dendríticos ao longo da superfície desses neurônios foram descritas por 

meio de reconstruções 3D com imagens microscópicas de maior aumento. Essas 

reconstruções 3D dos espinhos dendríticos foram feitas com algoritmo para 

segmentação de imagens dentro da plataforma MATLAB.  

Os resultados dessas investigações, descritos em Correa-Júnior et al. (2020) 

e Fuentealba-Villarroel et al. (2022), já foram publicados e compõem parte da 

presente dissertação (seção “3. Artigos Científicos”). Até o mês de junho do ano de 

2022, a publicação de Correa-Júnior et al. (2020) possuía sete citações (de acordo 

com o Google Scholar) e mais de 14.980 visualizações (o que faz com que essa 

publicação tenha sido mais visualizada do que 95% de todos os artigos publicados 

pelo grupo Frontiers). Adicionalmente, essa publicação compõe um Research Topic 

intitulado Latest Advances on Excitatory Synapse Biology (Huber; Paoletti; 

Sjöström, 2021) que foi elaborado em conjunto pelas revistas científicas Frontiers 

in Synaptic Neuroscience, Frontiers in Cellular Neuroscience e Frontiers in 

Molecular Neuroscience. Atualmente, esse Research Topic possui mais de 143.000 

visualizações. A publicação de Fuentealba-Villarroel et al. (2022), mais recente, 

possuía 2 citações (também de acordo com o Google Scholar) e mais de 6.585 
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visualizações (mais visualizada do que 82% de todos os artigos publicados pelo 

grupo Frontiers). 

 

1.2 O uso do aprendizado de máquina como meio para a reconstrução 

tridimensional de espinhos dendríticos de neurônios humanos impregnados 

pela técnica de Golgi 

 

Tipicamente, os espinhos dendríticos são formados por uma “cabeça” 

esférica que se conecta ao dendrito por um “pescoço” (Figura 1; Parajuli; Koike, 

2021). Tanto o tamanho da cabeça quanto o comprimento, largura e volume do 

pescoço variam consideravelmente entre os espinhos (Walker; Herskowitz, 2021). 

Em estudo fundamental em que foram analisados os espinhos dendríticos de 

neurônios do neocórtex de ratos por meio da técnica de Golgi aliada ao microscópio 

de luz e, adicionalmente, por microscopia eletrônica, Peters e Kaiserman-Abramof 

(1970) dividiram os espinhos dendríticos em três grupos distintos tendo como base 

seus tamanhos e formatos. De acordo com os autores, o primeiro grupo, formado 

pelos espinhos stubby (achatados), são os espinhos curtos e grossos sem um 

pescoço nitidamente definido. O segundo grupo, os espinhos mushroom (com 

formato de cogumelo), possuem um pescoço espesso evidente que se conecta a 

uma grande cabeça esférica. Por fim, os espinhos do tipo thin (fino), possuem um 

pescoço delgado que se conecta a uma pequena cabeça ovóide ou arredondada. 

Desde então, essa classificação foi adotada e utilizada em um grande número de 

publicações científicas que buscaram estudar os espinhos dendríticos (Arellano et 

al., 2007; Ofer et al., 2021). 

No entanto, a classificação de Peters e Kaiserman-Abramof (1970) que 

separa os espinhos em categorias morfológicas fixas possui muitas limitações e 

tem sido amplamente desafiada (Runge; Cardoso; Chevigny, 2020). Isso acontece 

uma vez que a transição entre os grupos stubby, mushroom e thin ocorre 

bruscamente na classificação feita pelos autores (Pchitskaya; Bezprozvanny, 

2020), sendo que, na realidade, existe um continuum de formas e tamanhos de 

espinhos dendríticos (Yuste; Bonhoeffer, 2001; Arellano et al., 2007; Benavides-

Piccione et al., 2013; Mancuso et al., 2013; Dall’Oglio et al., 2015; Correa-Júnior et 
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al., 2020; Pchitskaya; Bezprozvanny, 2020; Rasia-Filho et al., 2021; Fuentealba-

Villarroel et al., 2022; Ofer et al., 2022; Rasia-Filho, 2022) em que não é possível 

definir certamente onde os limites de uma classe de espinhos termina e onde uma 

outra começa (Tønnesen et al., 2014; Ofer et al., 2021). 

Pelo fato de serem estruturas plásticas que podem sofrer alterações 

constantes, esse continuum de formas e tamanhos é extraordinariamente variado 

(Rodriguez et al., 2008). Além dos stubby, mushroom e thin, os espinhos também 

têm sido classificados como ramificados, wide (espesso), formas com aspecto 

transicional entre os formatos já citados, atípicos (quando são observados espinhos 

com formato complexo em que não é possível uma definição simples e/ou única da 

sua forma) e multilobulados (Dall’Oglio et al., 2015; Correa-Júnior et al., 2020; 

Rasia-Filho et al., 2021). Há, ainda, formatos adicionais de espinhos dendríticos 

que foram nominados por diversos grupos de pesquisa, no entanto, nem todas as 

tentativas de classificação são amplamente utilizadas nas áreas das neurociências 

(Pchitskaya; Bezprozvanny, 2020). 

Essa heterogeneidade de formas e a possibilidade de mudança de formatos 

frente à atividade neuronal reflete a diversidade de funções dos espinhos 

(Rodriguez et al., 2008). Por exemplo, acredita-se que os espinhos do tipo stubby 

representam um tipo de espinho imaturo ou transicional uma vez que eles tendem 

a desaparecer ao longo do desenvolvimento humano (Harris; Jensen; Tsao, 1992; 

Spacek; Harris, 1997; Hayashi; Majewska, 2005) ao passo que os espinhos do tipo 

mushroom possuem uma forma estável ao longo do tempo (Pfeiffer et al., 2018) e 

se relacionam com o processo de aprendizado em adultos (Berry; Nedivi, 2017; 

Helm et al., 2021). Espinhos do tipo thin têm cabeças e pescoços pequenos e são 

estruturas altamente plásticas que podem aumentar de tamanho para formar 

espinhos do tipo mushroom (Walker; Herskowitz, 2021). O tamanho e a forma da 

“cabeça” dos espinhos estão relacionados com o número de vesículas ancoradas 

na estrutura pré-sináptica e com o número de receptores na densidade pós-

sináptica (Nusser et al., 1998; Schikorski; Stevens, 1999; Rodriguez et al., 2008). 

Os “pescoços” dos espinhos, por sua vez, também influenciam a resposta sináptica 

ao permitirem, por exemplo, a compartimentalização elétrica e bioquímica entre a 

cabeça do espinho e o dendrito (Helm et al., 2021; Ofer et al., 2021). 
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Figura 1. Forma e classificação dos espinhos dendríticos. (A) Classificação dos espinhos 

dendríticos com base na observação em microscopia óptica e critérios para atribuição de espinhos 

a cada classe, com base no diâmetro do pescoço (dN) e diâmetro da cabeça do espinho (dH) e 

comprimento do espinho (L). Os espinhos dendríticos podem ser classificados como tendo forma de 

cogumelos (dN < dH), finos (dN < L, dN ≤ dH) ou achatados (dN≅L), dentre outras possibilidades. 

(B) Imagem de microscopia eletrônica de transmissão (TEM) representativa da região CA1 do 

hipocampo de camundongo, onde um segmento de um dendrito (D) e várias sinapses podem ser 

observadas no neurópilo local. Espinhos protruindo de ramo dendrítico (DS, coloridos em azul para 

destaque), sinapses excitatórias com densidades pós-sinápticas (PSD, uma mais complexa indicada 
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como PSD*) e terminal pré-sináptico reconhecível pela presença de vesículas sinápticas (SV) e 

mitocôndrias (M) estão indicados na figura. Barra de escala = 200 nm. (C) Imagens de TEM 

representativas da região CA1 do hipocampo de camundongo mostrando espinhos dendríticos do 

tipo cogumelo (esquerda), fino (centro) e achatado (direita), todos destacados em azul. Barra de 

escala = 200 nm. (D) Reconstrução 3D de um dendrito de um neurônio da região CA1 do hipocampo 

de rato. As imagens foram obtidas com microscopia eletrônica de varredura de bloco em série (SBF-

SEM). O dendrito com os espinhos passaram pelo processo de segmentação para a elaboração da 

reconstrução tridimensional (3D) de imagem. Barra de escala = 1 μm. (E) Imagens de maior aumento 

de espinhos selecionados do dendrito representado em “D”. Da esquerda para a direita é possível 

observar o aspecto 3D de espinhos em forma de cogumelo, fino e achatado. Barra de escala = 200 

nm. Imagem reproduzida de Colombo et al. (2021). 

 
 Observa-se, portanto, que os espinhos são estruturas complexas e que sua 

forma e tamanho impactam diretamente suas funções. Assim, os estudos que 

buscam descrever a geometria 3D plena dos espinhos dendríticos são de grande 

valor. Isso porque a visualização 3D dos espinhos (obtida por meio de 

reconstruções) possibilita a análise de muitas propriedades morfológicas que não 

são levadas em consideração na observação microscópica bidimensional (2D) 

(Luengo-Sanchez et al., 2018). A forma 3D detalhada dos espinhos foi estudada 

por meio de reconstruções elaboradas a partir de diferentes técnicas de 

microscopia associadas a muitas técnicas histológicas para visualização de tecido 

nervoso, como a microscopia confocal (Basu et al., 2016, 2018), microscopia de 

depleção de emissão estimulada (STED) (Willig; Nägerl, 2012; Tønnesen; Nägerl, 

2016), microscopia eletrônica de transmissão (Bosch et al., 2015; Dall'Oglio et al., 

2015; Ofer et al., 2021), microscopia de luz em campo claro (Dall’Oglio et al., 2015; 

Al-Absi et al., 2018; Reberger et al., 2018; Vásquez et al., 2018; Correa-Júnior et 

al., 2020; Fuentealba-Villarroel et al., 2022) e outras (Mancuso et al. (2013) para 

uma revisão sobre o tema).  

Para obter as reconstruções 3D dos espinhos a partir das imagens de 

microscopia sequencialmente capturadas ao longo do eixo ‘z’, métodos 

computacionais de segmentação de imagens desempenham um papel essencial. 

A segmentação pode ser definida como o processo de agrupar uma imagem em 

sub-regiões coerentes de acordo com características extraídas da própria imagem 

como, por exemplo, atributos de cor e/ou textura, e classificar cada sub-região da 

imagem em classes pré-determinadas  (Tripathi et al., 2012; Seo et al., 2020; 
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Minaee et al., 2021). Simplificando, a segmentação é o processo de separar o 

objeto alvo do fundo em uma imagem (Figura 2; Liu et al., 2021). No caso dos 

espinhos dendríticos, uma vez que uma série de imagens é capturada ao longo do 

eixo ‘z’ de um dendrito com espinhos, a segmentação da imagem é realizada para 

diferenciar as estruturas neuronais (dendritos e espinhos) do fundo da microscopia. 

Em seguida, o resultado da segmentação de imagem é “renderizado” em um 

volume 3D em que é possível rotacionar, em vários ângulos, as reconstruções dos 

espinhos e visualizar sua forma 3D plena em todas as dimensões espaciais 

(Reberger et al., 2018). 

 

 
Figura 2. Exemplos de segmentação de imagem. (a) Fotografias de folhas de árvores a serem 

segmentadas. (B) Resultado do processo de segmentação de imagens das imagens de “a” em que 

o objeto (folha) é separado do fundo da imagem. A porção da imagem representada pela cor preta 

é o objeto (folha) e a cor branca representa o fundo da imagem. Imagem reproduzida de Nikbakhsh; 

Baleghi e Agahi (2019). 

 

A técnica de Golgi aliada ao microscópio de luz continua sendo um método 

importante para visualizar neurônios (Milatovic et al., 2010) e que possibilita a 

reconstrução 3D de dendritos e espinhos (Al-Absi et al., 2018; Reberger et al., 2018; 

Correa-Júnior et al., 2020; Fuentealba-Villarroel et al., 2022). Desses, alguns 

estudos descreveram a forma 3D plena de espinhos por meio de reconstruções 

desenvolvidas a partir de neurônios impregnados pela técnica de Golgi, como o 
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trabalho de Reberger et al. (2018). Novamente, um algoritmo foi elaborado e 

implementado na plataforma MATLAB em que o seu modelo de segmentação de 

imagem é baseado no limiar dos valores de intensidade da imagem do 

dendrito/espinho ao longo do eixo espacial ‘z’ (Reberger et al., 2018). O método 

mostrou-se confiável para a visualização 3D dos espinhos humanos analisados. 

Por exemplo, esse algoritmo já foi usado para descrever espinhos de neurônios do 

núcleo cortical da amígdala de humanos (Vásquez et al., 2018), da região CA3 do 

hipocampo humano (Reberger et al., 2018) e, recentemente, foi usado para 

descrever os espinhos de neurônios de von Economo do ACC humano (Correa-

Júnior et al., 2020) e de spindle-shaped neurons (neurônios com o corpo celular em 

forma de fuso e, nesse caso específico, sugestivos de neurônios de von Economo) 

do PC humano (Fuentealba-Villarroel et al., 2022). 

Além do trabalho de Reberger et al. (2018), são escassas as publicações 

que buscam métodos para reconstruções de espinhos dendríticos de neurônios 

impregnados pela técnica de Golgi e observados com a microscopia de luz em 

campo claro. Um desses escassos trabalhos é o de Al-Absi et al. (2018), em que 

foram reconstruídos espinhos dendríticos de seis neurônios piramidais 

impregnados pela técnica de Golgi pertencentes às camadas II/III do córtex frontal 

de ratos. Para tal, os autores utilizaram o “software” comercial Imaris (Bitplane, CH) 

para a detecção dos espinhos na arborização dendrítica e, após isso, utilizaram o 

“software” MATLAB para a classificação dos espinhos em grupos distintos (Al-Absi 

et al., 2018). No entanto, esse estudo tinha como objetivo principal quantificar e 

classificar os espinhos como stubby, mushroom ou thin, excluindo todas as outras 

formas observadas. Portanto, embora o trabalho de Al-Absi et al. (2018) possibilite 

a contagem e a classificação dos espinhos em três grupos fixos, ele não pode ser 

usado para a observação da forma 3D plena dos espinhos.  

 Ainda que trabalhos como os de Reberger et al. (2018) e Al-Absi et al. (2018) 

avancem consideravelmente as possibilidades de pesquisa na área, a reconstrução 

3D de espinhos dendríticos de neurônios impregnados pela técnica de Golgi e 

observados com a microscopia de luz permanece um grande desafio. A significativa 

heterogeneidade de formas e tamanhos dos espinhos juntamente com as sutis 

variações de “coloração” e contraste inerentes à técnica de Golgi tornam a 
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segmentação de imagens ao longo do eixo ‘z’ de dendritos uma tarefa 

computacional complexa e que demanda muito poder computacional. A resolução 

inerente ao microscópio óptico, que restringe a observação de estruturas de até 

250 nanômetros (MacDonald; Baldini; Storrie, 2014; Sezgin, 2017; Schermelleh et 

al., 2019), também dificulta a identificação dos bordos verdadeiros de estruturas 

muito pequenas, como os espinhos (Mishchenko et al., 2010; Mukai et al., 2011; 

Vidaurre-Gallart et al., 2022). Adicionalmente, a aplicação de métodos de 

reconstrução 3D por meio de “software” comerciais ou com códigos fechados (como 

os “software” Imaris e MATLAB) pode ser uma restrição significativa para o 

desenvolvimento de pesquisas nas quais as reconstruções 3D seriam 

extremamente valiosas para estudo da forma neuronal. Sabe-se, ainda, que o uso 

de “software” comerciais diminui a reprodutibilidade de pesquisas científicas que os 

utilizam (Nederbragt, 2014; Gezelter, 2015).  

 A fim de contornar esses problemas, uma das possibilidades é utilizar 

“software” open-source para a segmentação de imagem e, mais especificamente, 

algoritmos computacionais que usam estratégias de aprendizado de máquina (ou 

machine learning) para tal (Figura 3). O aprendizado de máquina é um ramo da 

inteligência artificial (IA) que busca construir algoritmos computacionais que sejam 

capazes de “aprender” (Naqa; Murphy, 2015; Bi et al., 2019; Paixão et al., 2022). 

Esses algoritmos se adaptam com base nos dados fornecidos para que se tornem 

cada vez melhores na realização da tarefa desejada (Naqa; Murphy, 2015). O 

objetivo do aprendizado de máquina é elaborar um sistema que consiga fornecer 

um modelo de predição, detecção e classificação dos dados analisados (LeCun; 

Bengio; Hinton, 2015; Min; Lee; Yoon, 2017; Carleo et al., 2019; Paixão et al., 2022).  
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Figura 3. Fluxo de trabalho para a segmentação de imagens utilizando aprendizado de máquina a 

partir de imagens microscópicas de neurônio cortical humano impregnado pela técnica de Golgi. (A) 

As imagens microscópicas capturadas sequencialmente do segmento dendrítico de interesse (à 

esquerda) são processadas no “software” gratuito ilastik. Filtros de imagem são selecionados e 

utilizados (imagens centralizadas) para uma melhor detecção de bordos, texturas e cores, o que 

servirá para executar a segmentação da imagem em estudo. Quanto mais filtros forem aplicados 

(para aprimorar a imagem, sem alterá-la completamente), melhor será a segmentação. Na imagem, 

são mostrados quatro exemplos de filtros aplicados, da esquerda para a direita: Difference of 

Gaussians, Structure tensor eigenvalues, Hessian of Gaussian eigenvalues e Gaussian smoothing. 

(B) “Pixels” são rotulados pelo usuário de acordo com as classes pré-determinadas para 

"dendrito/espinho'' (traços em amarelo) e  “fundo de microscopia” (traços em azul). A seguir (centro 

da imagem), as informações sobre os conjuntos de pixels (ilustrados pelos diferentes tons de cinza 

enfileirados) rotulados como "dendrito/espinho'' ou “fundo de microscopia” são somadas às imagens 

após o uso dos filtros, forma-se o conjunto de dados de treinamento para ação de um “classificador” 

(que opera com algoritmos de aprendizado de máquina) e determina-se a qual classe pertence cada 

um dos “pixels” de toda a imagem. Assim, é gerada a primeira segmentação (imagem à direita em 

que as cores amarela e azul representam, respectivamente, "dendrito/espinho'' e “fundo de 

microscopia”). Comparando com as imagens de microscopia, o usuário pode verificar e corrigir 

possíveis erros de segmentação ao rotular corretamente os pixels que foram classificados de forma 

inadequada pelo ilastik. Essa última etapa pode ser repetida até a segmentação adequada final. 

Imagens adaptadas de Arganda-Carreras et al. (2017). (C) A etapa subsequente envolve carregar 

as imagens exportadas pelo ilastik (à esquerda) no “software” FIJI/NIH. A seguir, utiliza-se o plugin 
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“Volume-Viewer” para a “renderização” de todas as imagens segmentadas ao longo do eixo ‘z’ em 

um volume 3D. Com isso, se obtém a reconstrução 3D final (à direita) em que é possível observar 

os espinhos dendríticos e suas características morfológicas nos três eixos espaciais. 

 
Felizmente, nos últimos anos houve um progresso significativo na 

elaboração de “software” mais precisos que se utilizam de algoritmos de 

aprendizado de máquina supervisionados e não supervisionados para a 

segmentação de imagens (Seo et al., 2020). Resumidamente, enquanto o 

aprendizado de máquina  supervisionado incorpora conhecimentos prévios sobre a 

tarefa de segmentação por meio de treinamento e correção de erros (por exemplo, 

um usuário pode “treinar a máquina” para segmentar uma imagem fornecendo 

exemplos representativos de classes pré-determinadas e corrigindo os erros 

existentes, fazendo com que o algoritmo “aprenda” e erre cada vez menos), o 

aprendizado de máquina não supervisionado não exige dados prévios de 

treinamento e são utilizados em situações “atípicas” (Aganj et al., 2018; Seo et al., 

2020). Dentre alguns “software” que se destacam no uso de aprendizado de 

máquina para segmentação de imagens biológicas estão disponíveis o Vaa3D (Li 

et al., 2015), o Cytomine Data Mining Module (Marée et al., 2016), o Trainable Weka 

Segmentação (Arganda-Carreras et al., 2017) e o ilastik (Berg et al., 2019).  

Esse avanço tecnológico em relação aos “software” que utilizam 

aprendizado de máquina, particularmente o supervisionado, para a segmentação 

de imagens é extremamente conveniente para a reconstrução 3D de espinhos 

dendríticos de neurônios impregnados pela técnica de Golgi e visualizados com a 

microscopia de luz. Devido ao procedimento da técnica de Golgi, a intensidade da 

impregnação sofre variações sutis em diferentes ramos dendríticos de um mesmo 

neurônio bem impregnado, resultando em segmentos dendríticos mais claros ou 

mais escuros quando vistos na microscopia (Reberger et al., 2018). Portanto, como 

os dendritos e os espinhos não possuem cores homogêneas, é impossível adotar 

um método de segmentação de imagem simples. O aprendizado de máquina 

supervisionado contorna esse problema. Como as regras de processamento de 

dados são “aprendidas” a partir de exemplos dados pelo usuário do “software”, o 

aprendizado de máquina supervisionado é mais flexível do que as técnicas 
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convencionais de processamento de imagem para resolver esse tipo de 

segmentação de imagem (Kreshuk; Zhang, 2019). 

Considerando isso, o segundo objetivo da presente dissertação foi elaborar 

um método adicional, simples, rápido, gratuito e confiável para reconstrução 3D de 

espinhos dendríticos de neurônios impregnados pela técnica de Golgi com o uso 

de “software” open-source. O método aqui apresentado usa a ferramenta de 

classificação de pixels do “software” ilastik (Berg et al., 2019) para realizar a 

segmentação de imagens provenientes de microscopia de luz. O Ilastik é uma 

ferramenta interativa de fácil utilização que permite a análise de imagens biológicas 

por meio de métodos baseados em aprendizado supervisionado de máquina para 

usuários que não possuem experiência com métodos computacionais (Berg et al., 

2019). Foi realizada a segmentação de imagens seriadas (image stacks) de 

dendritos com espinhos de neurônios pertencentes ao núcleo cortical do complexo 

amigdaloide e de neurônios do córtex cerebral humanos. Conseguimos, com isso, 

realizar reconstruções 3D confiáveis que não distorceram, criaram ou apagaram 

elementos estruturais dos neurônios. Todos os “software” utilizados neste estudo 

são gratuitos para download e uso, o que viabiliza o desenvolvimento de pesquisas 

nas quais as reconstruções 3D sejam extremamente valiosas para o estudo da 

forma neuronal. Todas as aprovações por Comitê de Ética para tanto encontram-

se documentadas nos Anexos (ao final desta dissertação). 

 

1.3 Neurônios de von Economo (VENs) 

 

Dois artigos da presente dissertação de mestrado são sobre os VENs 

(Correa-Júnior et al. (2020) e Fuentealba-Villarroel et al. (2022), a seção “3. Artigos 

Científicos” a seguir). Este presente tópico não tem como objetivo fazer uma 

repetição exaustiva da literatura sobre os VENs, uma vez que as publicações 

mencionadas são recentes e possuem referencial teórico discutido em ambos os 

artigos. O objetivo desta presente seção é, no entanto, abordar a relevância do 

tópico de estudo aprofundado em ambas as publicações.  

O primeiro pesquisador a descrever com grande detalhamento as 

características morfológicas e as distribuições corticais e laminares dos VENs em 
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humanos foi Constantin von Economo (von Economo, 1926; Butti et al., 2013; 

Banovac et al., 2021). Por esse motivo, esses neurônios carregam o seu nome 

(González-Acosta et al., 2022). Os VENs são neurônios com o corpo celular 

caracteristicamente fusiforme e alongado, com dois dendritos primários 

longitudinais surgindo de polos opostos somáticos (Figura 4; Nimchinsky et al., 

1995; Watson; Jones; Allman, 2006; Fajardo et al., 2008; Jacot-Descombes et al., 

2020). Desses, um dendrito apical gera uma projeção ascendente em direção à pia-

máter e outro dendrito basal é descendente em direção à substância branca, ambos 

com espinhos dendríticos de distribuição heterogênea (Seeley et al., 2012; 

Raghanti et al., 2015; Correa-Júnior et al., 2020). Análises comparativas iniciais da 

citoarquitetura cortical de diferentes espécies sugeriam que os VENs eram células 

observadas apenas em humanos e em grandes macacos (bonobo, chimpanzé, 

gorila e orangotango) (Nimchinsky et al., 1999; Allman et al., 2005). Porém, 

pesquisas posteriores descreveram a presença de VENs em outros mamíferos 

como guaxinins, vacas, ovelhas, cavalos, porcos, elefantes e baleias (Butti et al., 

2013; Evrard et al., 2012; Hakeem et al., 2009; Hof; Gucht, 2007; Raghanti et al., 

2015, 2019; Jacob et al., 2021). Em humanos, os VENs foram descritos 

principalmente nas lâminas corticais III e V do córtex fronto-insular (FI; região 

anterior do lobo insular) e do ACC (Nimchinsky et al., 1995; Nimchinsky 1999; 

Allman; Hakeem; Watson, 2002; Allman et al., 2010; Fajardo et al., 2008; Raghanti 

et al., 2015; Evrard, 2019;  Yang et al., 2019;  Correa-Júnior et al., 2020), mas 

também estão presentes no córtex pré-frontal dorsolateral (Fajardo et al., 2018), 

córtex fronto-polar medial (González-Acosta et al., 2018) e, possivelmente, no PC 

(Fuentealba-Villarroel et al., 2022). 

Além do formato característico do corpo celular e dos dendritos proximais, 

pouco se sabia sobre o aspecto morfológico desses neurônios presentes nas 

poucas regiões corticais humanas (Hodge et al., 2020). Watson, Jones e Allman 

(2006), depois de usarem a técnica de Golgi para descrever os VENs presentes no 

ACC e FI humanos, especularam que os VENs formavam uma população única de 

células, com poucas variações entre si. Por conta dos critérios de inclusão para 

estudo, tais autores consideraram que tanto o dendrito apical quanto o dendrito 

basal de VENs apresentavam-se basicamente retilíneos, com ramificação 
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dendrítica esparsa e número de espinhos dendríticos muito menor que neurônios 

piramidais adjacentes na mesma lâmina cortical. Por esses motivos, por muito 

tempo teve-se que os VENs pudessem ser neurônios morfologicamente mais 

“simples” ou “piramidais modificados” e que, aparentemente, deveriam ocupar 

menos volume, realizar menos conexões e ter uma menor quantidade de funções 

integrativas de informação quando comparados com os neurônios piramidais de 

mesma lâmina V neocortical (Watson; Jones; Allman, 2006; Butti et al., 2013).  

 

 

Figura 4: Fotomicrografias do corpo celular e dos dendritos proximais de neurônios corticais 

humanos impregnados pela técnica de Golgi. (a) Corpo celular (flecha cinza) e dendritos basais 

proximais (flechas amarelas) de neurônio piramidal comum a diversas áreas do neocórtex humano. 

(b) Soma (flecha cinza) e dendritos proximais (flechas amarelas) típico de neurônio de von Economo 

presentes no córtex cingulado anterior e fronto-insular humanos. A barra de escala se aplica a 

ambas as imagens. Imagem adaptada de Watson, Jones e Allman (2006). 

 
Recentemente, porém, os achados de Correa-Júnior et al. (2020) 

adicionaram um maior grau de complexidade na discussão sobre os aspectos 

morfológicos dos VENs. Isso porque esse estudo mostrou que os VENs presentes 

no ACC humano, embora apresentem o mesmo aspecto de corpo celular e 

dendritos primários, são morfologicamente heterogêneos quanto à quantidade e 

extensão das ramificações dendríticas e pela presença, distribuição, densidade e 
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formas de espinhos dendríticos. Ou seja, tais neurônios variam desde aspectos 

como o descrito anteriormente por Watson, Jones e Allman (2006) até 

comprimentos dendríticos totais maiores, com alta ramificação e espinhos 

dendríticos com alta densidade e pleomorfismo. Consequentemente, esses dados 

também impactaram na discussão sobre o papel funcional dos VENs no ACC 

humano (Correa-Júnior et al., 2020). Some-se a isso o fato de que estudo de 

expressão gênica demonstrou características específicas para VENs no ACC, 

contrastando com neurônios piramidais, e sua implicação com funções neurais 

complexas (Yang et al., 2019). Esses dados abrem questionamentos sobre o 

aspecto morfológico e funcional dos VENs de outras áreas, como o FI humano. 

Neste sentido, embora a conectividade exata dos VENs ainda não seja 

completamente conhecida (Evrard et al., 2019; Jacot-Descombes et al., 2020), o 

perfil transcriptômico dos VENs presentes no FI humano sugere que sejam 

neurônios excitatórios com projeções subcorticais extratelencefálicas, como as 

corticotalâmicas (Hodge et al., 2020), e envolvidos com interocepção, emoção e 

cognição em humanos (Evrard et al., 2012).  

Ademais, VENs expressam fatores de transcrição associados a neurônios 

de lâmina V com projeções subcorticais (Cobos et al., 2015; Hodge et al., 2020). A 

região insular anterior, onde se localiza o FI, possui conexões recíprocas com o 

ACC e córtex pré-frontal ventromedial, mas também com núcleos do complexo 

amigdalóide e corpo estriado ventral (Namkung et al., 2017). Saleh et al. (2014) 

demonstraram que, em macacos, os VENs do FI têm projeções axonais que 

seguem em direção à substância cinzenta periaquedutal e núcleo parabraquial, o 

que poderia modular comportamentos como ansiedade e medo e/ou a frequência 

ventilatória. Essa possibilidade também é corroborada pelo fato de que VENs 

possuem projeções axonais em direção a núcleos do hipotálamo e ao núcleo do 

trato solitário, possivelmente também modulando a atividade cardiovascular (Cobos 

et al., 2015). Em humanos, VENs expressam os fatores de transcrição FEZF2 e 

CTIP2 (que são necessários para projeções subcorticais em ratos) e SATB2, fator 

de transcrição associado com projeções axonais via corpo caloso (Cobos et al., 

2015; Hodge et al., 2020).  
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O fato de os VENs estarem presentes no FI e no ACC, ambas regiões 

corticais envolvidas com o processamento social e emocional (Dijkstra et al., 2018), 

e terem conexões com regiões subcorticais também envolvidas com essas funções, 

sugere que esses neurônios estejam implicados em funções cognitivas complexas 

como percepção e julgamentos de cunho social e do estado emocional de outras 

pessoas e as respostas comportamentais em decorrência disso (Yang et al., 2019). 

Dados de ressonância magnética funcional (fMRI) demonstraram o FI e o ACC 

coativados ao se elaborar com empatia o contexto social de estímulos para 

interpretação emocional e percepção de dor em outras pessoas (Gu et al., 2013). 

Uma possibilidade funcional é que os VENs dessas áreas corticais, devido ao seu 

maior corpo celular e calibre de axônio, permitam que o ACC e o FI façam conexões 

rápidas com regiões encefálicas distantes e que, por isso, possibilitam uma rápida 

integração de informações e tomada de decisão em situações sociais complexas 

(Allman et al., 2005; Yang et al., 2019), como descrito para o processamento de 

informação por coerência de atividade entre neurônios (e ou circuitos) integrados 

(Bruton, 2021).  

De forma consistente com a visão de que os VENs estejam implicados 

nessas funções, anormalidades em relação à forma e quantidade de VENs foram 

descritas em doenças neurológicas e psiquiátricas em que os pacientes 

apresentam déficits sociais e emocionais, como a variante comportamental da 

demência fronto-temporal (Pasquini et al., 2020), esquizofrenia (Brüne et al., 2010), 

espectro do autismo (Santos et al., 2011), agenesia do corpo caloso (Kaufman et 

al., 2008), doença de Alzheimer (Gefen et al., 2018) e “disautonomia” familiar 

(Jacot-Descombes et al., 2020). A vulnerabilidade específica dos VENs no FI e ACC 

e as evidências clínicas de suas alterações nessas doenças sugerem que esses 

neurônios estão relacionados com funções neurais complexas multi-modais na 

nossa espécie (Bruton, 2021).  

Neste cenário, o estudo da ramificação dendrítica e dos espinhos dendríticos 

dos VENs tornaram-se particularmente importantes para o entendimento do 

funcionamento e da conectividade neuronal dessas células no cérebro humano. 

Expondo de maneira sucinta os resultados, em Correa-Júnior et al. (2020) foi 

descrita, pela primeira vez, a presença de continuum morfológico em relação às 
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características das ramificações dendríticas e dos espinhos dendríticos dos VENs 

presentes em lâmina cortical V no ACC humano. Isto é, foram observados VENs 

com poucas ramificações dendríticas nos seus dendritos ascendentes e 

descendentes primários ao mesmo tempo em que também foram vistos VENs com 

uma extensa ramificação dendrítica a partir dos ramos dendríticos primários com 

presença de grande número de ramos dendríticos colaterais. Entre os VENs, 

também foram descritas diferenças em relação ao número, forma e densidade dos 

espinhos ao longo da extensão dendrítica. Esse trabalho foi pioneiro ao utilizar 

reconstruções 3D para o estudo dos espinhos dendríticos dos VENs presentes no 

ACC humano. Esses dados complementam estudos morfológicos anteriores sobre 

a organização da citoarquitetura local e propõem possibilidades funcionais 

adicionais para os VENs presentes em lâmina cortical V do ACC humano. A 

heterogeneidade morfológica observada estimula mais estudos sobre como esses 

neurônios especializados evoluíram filogeneticamente e se desenvolvem 

ontogeneticamente para fornecer computações neurais que aumentam a 

complexidade e integram o processamento de informações no cérebro humano 

(Correa-Júnior et al., 2020). As possíveis implicações morfofuncionais dos dados 

aqui apresentados em circuitos neurais com implicações também em doenças 

neurológicas e/ou psiquiátricas estão detalhadas no artigo correspondente.  

Em Fuentealba-Villarroel et al. (2022), com as mesmas técnicas empregadas 

no trabalho de Correa-Júnior et al. (2020), descreveu-se, pela primeira vez, a 

presença, a “arquitetura” dendrítica e as características dos espinhos dendríticos 

de neurônios com o corpo celular fusiforme (com dois dendritos primários 

longitudinais) em lâmina cortical V das regiões anterior e intermediária do PC, 

região que compõe o córtex posteromedial (PMC) humano. Esses neurônios 

possuíam uma forma de corpo celular e dois ramos dendríticos primários com uma 

orientação espacial semelhante aos VENs descritos em outras áreas do cérebro 

humano (Nimchinsky et al., 1995; Allman et al., 2005, Watson; Jones; Allman, 2006; 

Fajardo  et  al.,  2008; Allman et al., 2010; Cobos; Seeley, 2015; Raghanti et al., 

2015; González-Acosta  et  al.,  2018; Evrard,  2019).Também no PC foram 

descritos neurônios com corpos celulares fusiformes com poucas ramificações 

dendríticas ascendentes e descendentes ao mesmo tempo em que foram 
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observados neurônios com um maior número de ramificações dendríticas nos 

dendritos primários com vários dendritos colaterais em diferentes ângulos e 

extensões ao longo do neurópilo circundante. A quantidade de espinhos dendríticos 

variou de esparsa a moderada ao longo da extensão dendrítica e as formas, 

tamanhos e volumes dos espinhos também apresentaram heterogeneidade. Uma 

vez que essa foi a primeira descrição desses neurônios nessa região cortical 

humana, consequentemente foi o pioneiro a utilizar reconstruções 3D para o estudo 

de espinhos dendríticos. Esses resultados adicionam um importante conhecimento 

à citoarquitetura e ao processamento sináptico e de informações no PC humano 

integrado em redes multimodais relevantes para o DMN (Default Mode Network) e 

inteligência geral (g) no cérebro humano. Igualmente indicaram a necessidade de 

uma caracterização aprofundada dessas células fusiformes tanto em indivíduos 

saudáveis quanto em condições neurológicas e psiquiátricas envolvendo o PC no 

contexto do funcionamento do PMC, como está discutido em Fuentealba-Villarroel 

et al. (2022). A identificação neuroquímica e transcriptômica dessas células deve 

ser determinada para estabelecer sua classificação definitiva como VENs (Yuste et 

al., 2020; Fuentealba-Villarroel et al., 2022). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

 1) Elaborar reconstruções 3D dos VENs do ACC e dos neurônios com corpo 

celular fusiforme, sugestivos de VENs, das regiões anterior e intermediária do PC 

humano. 

 

2) Elaborar reconstruções 3D de espinhos dendríticos de neurônios 

humanos impregnados pela técnica de Golgi e observados pela microscopia de luz 

utilizando aprendizado de máquina supervisionado. 

  

2.2 Objetivos específicos 

 

2.2.1 Elaborar reconstruções 3D a partir de imagens microscópicas 

sequenciais capturadas ao longo do eixo ‘z’ de neurônios impregnados pela técnica 

de Golgi para estudo detalhado da forma somática, do padrão de surgimento e 

ramificação dos ramos dendríticos ascendentes e descendentes e seus ramos 

colaterais para detalhamento pleno da forma neuronal nas três dimensões 

espaciais, mormente (e de forma inédita) dos VENs do ACC e PC humanos; 

 

 2.2.2 A partir das reconstruções 3D, obter dados morfométricos do corpo 

neuronal e das ramificações dendríticas dos neurônios de interesse relacionados a 

área e volume de corpo celular e de diâmetro e comprimento de dendritos; 

 

2.2.3 Descrever, com base nos dados obtidos, as semelhanças e diferenças 

morfológicas entre os VENs do ACC e os neurônios com corpo celular fusiforme do 

PC humanos; 

 

2.2.4 Utilizar algoritmo desenvolvido na plataforma MATLAB e recursos 

adicionais de computação para reconstrução 3D das imagens microscópicas de 

maior aumento dos ramos dendríticos para descrever detalhadamente a presença, 
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distribuição, densidade e os tipos de espinhos dendríticos em dendritos 

descendentes e ascendentes, desde a parte proximal até a distal desses ramos e 

seus colaterais; 

 

2.2.5 Testar e empregar o “software” gratuito ilastik com o intuito de utilizar 

a estratégia de aprendizado de máquina para a segmentação de imagens e  

reconstrução 3D de espinhos dendríticos de neurônios impregnados pela técnica 

de Golgi sob microscopia de luz; 

 

2.2.6  Utilizar os resultados de segmentação de imagem para elaboração de 

reconstrução 3D dos espinhos e descrição da forma plena dessas estruturas e, a 

seguir, comparar as reconstruções 3D com as imagens originais de microscopia a 

fim de conferir se o resultado final das reconstruções são fidedignas em relação às 

imagens de microscopia ao longo do eixo espacial ‘z’. 

 

2.2.7 Associar os dados morfológicos encontrados com as funções 

complexas já descritas para o ACC e PC humanos, buscando novos dados sobre 

conexão aferente e eferente dessas áreas corticais na espécie humana; 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



40 

3. ARTIGOS CIENTÍFICOS 

 

Seguindo as normas vigentes para a elaboração de dissertações de 

mestrado do Programa de Pós-Graduação em Biociências da Universidade Federal 

de Ciências da Saúde de Porto Alegre, a metodologia e os resultados obtidos neste 

estudo estão em formato de artigos científicos redigidos em língua inglesa. Os dois 

primeiros artigos encontram-se da mesma forma como publicados e em acesso 

livre à comunidade científica. O terceiro artigo está redigido em inglês e formatado 

de acordo com as normas da revista à qual foi submetido para publicação (e 

atualmente em fase de revisão). 
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4. DISCUSSÃO 

  

Nesta presente dissertação de mestrado foi estudada a forma neuronal por 

meio da união de técnicas histológicas e computacionais. Em Correa-Júnior et al. 

(2020), foi identificada uma heterogeneidade morfológica dos VENs presentes no 

ACC humano quando realizada a reconstrução 3D celular e dos espinhos 

dendríticos pleomórficos. Ou seja, tais células corticais de lâmina V podem ter 

dendritos e espinhos heterogêneos morfologicamente, o que acrescenta maior 

possibilidade de integração e processamento de informação na área estudada com 

possíveis diferenças entre circuitos que modulam comportamentos sociais 

complexos em nossa espécie. Em Fuentealba-Villarroel et al. (2022), foi descrita a 

presença de neurônios com corpo celular fusiforme, sugestivos de VENs, no PC 

humano. Igualmente nessa área posteromedial cortical, tais células de lâmina V e 

parte superior de lâmina VI adicionam mais possibilidades de conexão e integração 

funcional local, além do realizado pelos neurônios piramidais adjacentes, fato que 

(em ambos locais estudados) também se relaciona com vulnerabilidades para 

doenças neurológicas e psiquiátricas e suas manifestações clínicas (como descrito 

nos artigos). Ademais, esses dados representam importante conhecimento para 

entendimento da citoarquitetura, filogenia, ontogenia e funcionamento de grandes 

circuitos do encéfalo humano, como para o processamento da atividade basal 

neural, das emoções, atenção e percepção de saliência dos estímulos percebidos 

e cognição, mormente para comportamentos sociais. Com base nisso, a seguir, 

discutir-se-ão dados recentes, publicados após os trabalhos de Correa-Júnior et al. 

(2020) e Fuentealba-Villarroel et al. (2022). Por fim, será discutido o novo método 

que utiliza algoritmos de aprendizado de máquina em “software” de livre acesso 

para a reconstrução 3D de espinhos dendríticos de neurônios humanos 

impregnados pela técnica de Golgi. 

Embora o número de publicações sobre os aspectos morfológicos dos VENs 

tenha aumentado na última década, chama a atenção o fato de poucos trabalhos 

terem realizado reconstruções 3D para a descrição dessas células. No site 

Neuromorpho, que atualmente é a maior base de dados sobre morfologia neuronal 

e que contém mais de 180.000 reconstruções 3D de neurônios corticais e 
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subcorticais de um grande número de espécies, apenas 56 reconstruções de 

neurônios classificados como VENs estão anexadas 

(https://neuromorpho.org/KeywordResult.jsp?count=56&keywords=%22von%20ec

onomo%22). Essas 56 reconstruções são provenientes de apenas três publicações 

científicas: 1) 29 reconstruções são do trabalho de Watson, Jones e Allman (2006) 

que investigou a “arquitetura dendrítica” dos VENs no ACC e FI humanos; 2) 24 

reconstruções são de Banovac et al. (2019) que estudaram as características 

morfológicas do soma e da ramificação dendrítica dos VENs do ACC humano e 3) 

3 reconstruções são de Correa-Júnior et al. (2020) que descreveram a 

heterogeneidade da ramificação dendrítica e dos espinhos dendríticos dos VENs 

do ACC humano. Além do baixo número de reconstruções, evidencia-se que não 

há registros da forma 3D de VENs de espécies que não a humana, embora esses 

neurônios tenham sido descritos em um considerável número de mamíferos (Butti 

et al., 2013; Evrard et al., 2012; Hakeem et al., 2009; Hof; Gucht, 2007; Raghanti et 

al., 2015, 2019; Jacob et al., 2021). Assim sendo, a ampliação do conhecimento 

acerca da forma 3D dos VENs de humanos e de espécies não humanas representa 

importante contribuição futura para o conhecimento sobre essas células. 

Considerando isso, é relevante o fato de que, recentemente, os VENs 

tenham sido descritos em espécies em que até então não haviam sido encontrados. 

Por exemplo, Jabob et al. (2021) mostraram a presença de VENs no córtex fronto-

insular de guaxinins empregando somente a técnica da tionina. O fenótipo 

observado – um corpo neuronal fusiforme com um dendrito primário apical e um 

dendrito primário basal surgindo de polos somáticos opostos – é idêntico aos 

fenótipos de VENs vistos em outras espécies (Jabob et al., 2021). Adicionalmente, 

em um recente preprint, Pellicer et al. (2022) descrevem a presença de “spindle-

shaped von Economo-like neurons” nas lâminas corticais III e V do ACC e FI de 

ratos da espécie Rattus norvegicus. Nessa descrição, foram utilizadas as técnicas 

de Nissl (para identificação de fenótipo celular típico de VENs), histoquímica para 

a presença da enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato diaforase 

(NADPH-d) e imunohistoquímica para identificação da óxido nítrico-sintase 

neuronal (nNOS), óxido nítrico-sintase endotelial (eNOS), proteína nuclear 

específica neuronal (NeuN), subunidade teta do receptor do ácido gama-

https://neuromorpho.org/KeywordResult.jsp?count=56&keywords=%22von%20economo%22
https://neuromorpho.org/KeywordResult.jsp?count=56&keywords=%22von%20economo%22
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aminobutírico (GABRQ) e receptor D3 para dopamina (DRD3). Foram vistos 

neurônios fusiformes nas lâminas corticais III e V do FI e ACC que exibiram a 

presença de todos os marcadores citados, inclusive para D3R e GABRQ, descritos 

como marcadores específicos de VENs presentes no FI e ACC de humanos (Allman 

et al., 2005; Evrard; Forro; Logothetis, 2012; Dijkstra et al., 2018). Essa pode ser a 

primeira descrição de VENs em roedores.  

Embora o trabalho de Pellicer et al. (2022) ainda não tenha sido revisado por 

pares e publicado em periódico científico, esses achados, caso confirmados, são 

de grande relevância e precisam ser levados em consideração na atual discussão 

sobre os aspectos filogenéticos dos VENs. A presença de tais neurônios nesses 

roedores se somaria aos estudos anteriores que descreveram os VENs em outros 

mamíferos como vacas, ovelhas, guaxinins, cavalos e porcos e confronta a ideia 

inicial (Nimchinsky et al., 1999; Allman et al., 2011) de que os VENs estariam 

presentes apenas em mamíferos com grandes encéfalos e que exibem um 

comportamento social e cognitivo complexo, como em primatas. A presença de 

VENs em espécies filogeneticamente distantes indica que essas células podem 1) 

ser o resultado de um processo evolutivo convergente de especialização de 

neurônios frente a uma pressão evolutiva imposta a muitas espécies (Raghanti et 

al., 2015; Jacob et al., 2021) ou 2) que podem ser uma população neuronal 

específica filogeneticamente muito mais antiga do que se considerava até hoje.  

Considerando a segunda hipótese sobre a filogenia desses neurônios, o 

primeiro estudo comparativo (Nimchinsky et al., 1999) considerou a presença de 

VENs exclusiva para humanos e grandes macacos (bonobo, chimpanzé, gorila e 

orangotango) ao passo que esses neurônios foram relatados como ausentes nos 

macacos do Velho Mundo e do Novo Mundo, nos prossímios e nos “símios 

inferiores” (Lesser Apes). Tais dados levaram a concluir que os VENs “surgiram” 

nos hominídeos há 15 milhões de anos, quando os hominídeos divergiram 

evolutivamente dos macacos do Velho Mundo (Nimchinsky et al., 1999, Allman et 

al., 2005; Watson; Jones; Allman, 2006; Seeley et al., 2007; Pauc; Young, 2009; 

Allman et al., 2010; Evrard; Forro; Logothetis, 2012; Cauda, Geminiani; Vercelli, 

2014; Kaufman et al., 2016; Kaya et al., 2016). A hipótese que se tinha até há pouco 

tempo, de acordo com o trabalho de Seeley et al. (2007), era a seguinte: 
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Parece que um ancestral comum a macacos e humanos, vivendo de 10 a 

15 milhões de anos atrás, enfrentou pressões ambientais que 

selecionaram alguma nova capacidade de processamento de informações 

que os VENs pudessem fornecer. Tais pressões podem ter incluído, entre 

outras, o surgimento de grupos sociais maiores e mais complexos 

(exigindo que os indivíduos se modelassem e respondessem às intenções 

de outros) e maturação sexual retardada (exigindo vínculo materno-infantil 

de longo prazo). A própria encefalização pode ter criado uma pressão que 

favoreceu os cérebros contendo VENs, especialmente se os VENs 

forneceram uma capacidade adicional, como uma rápida condução de 

impulsos de longo alcance; rápida soma dos ‘inputs’ sinápticos 

convergentes ou uma alternância entre redes neurais recíprocas 

distribuídas, das quais cérebros grandes podem se beneficiar. 

 

Se considerarmos que os VENs são uma população neuronal específica e 

que os neurônios observados por Pellicer et al. (2022) possam ser de fato VENs, 

tais células teriam “surgido” há muito mais tempo que os 15 milhões de anos 

sugeridos anteriormente. Isso porque devemos considerar que os seres humanos 

e os roedores divergiram do seu ancestral comum em algum momento entre 80 e 

96 milhões de anos atrás (Nei; Xu; Glazko, 2001; Rat Genome Sequencing Project 

Consortium, 2004; Zhang et al., 2010). Essa possibilidade faria com que fosse 

necessária a reavaliação sobre a função dos VENs nos circuitos neuronais de 

mamíferos ao longo da evolução natural e levanta questionamentos sobre o porquê 

das espécies que apresentam essas células terem sido selecionadas ao longo do 

processo de evolução das espécies. Por outro lado, caso os VENs sejam o 

resultado de um processo evolutivo convergente (o que implicaria considerar que 

“surgiram” independentemente em várias espécies, não sendo procedentes de um 

ancestral comum entre elas), será preciso determinar qual (ou quais) pressão 

seletiva fez com que tantos mamíferos exibissem concomitantemente neurônios 

classificados morfologicamente como VENs em áreas corticais muito específicas 

(especificamente o ACC e o FI). 

Pellicer et al. (2022) ainda propõe que neurônios VEN-like de ratos podem 

se apresentar heterogêneos quanto às suas ramificações dendríticas. Isto é, alguns 

neurônios podem ter arborização dendrítica esparsa, com poucas ramificações e 
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ramos colaterais, enquanto outros neurônios apresentaram uma arborização 

dendrítica com mais ramificações e ramos colaterais. A descrição dessa 

heterogeneidade vai ao encontro da diversidade morfológica dos VENs de lâmina 

cortical V do ACC humano relatada em Correa-Júnior et al. (2020). Tendo-se em 

consideração que as arborizações dendríticas podem apresentar uma grande 

variedade de formas e diferentes números de ramificações dependendo da área e 

camada cortical em que o neurônio está presente e que, adicionalmente, essas 

características morfológicas podem ser influenciadas por expressão genética, 

ambiente e demanda sináptica local (Stuart; Spruston; Häusser, 2006; Chavlis; 

Poirazi, 2021), variabilidade fenotípica em relação aos dendritos dos VENs poderia 

acontecer em várias espécies (como nos ratos). Uma vez que a transmissão 

sináptica requer um contato entre axônio e dendrito, a forma, o comprimento e a 

distribuição espacial dos dendritos determina quantos e quais axônios podem 

chegar até eles (Stepanyants; Chklovskii, 2005; Wen et al., 2009). Ou seja, o padrão 

de ramificação dendrítica determina quais e quantos inputs sinápticos um neurônio 

pode receber (Yuste; Tank, 1996; Wong; Ghosh, 2002; Emoto, 2011). Isso é 

especialmente importante na discussão sobre os achados sobre os VENs de forma 

geral uma vez que esses dados indicam a possibilidade de plasticidade sináptica 

para processamento de informações em diferentes espécies. Infelizmente, não há 

dados disponíveis na literatura científica sobre a ramificação dendrítica e/ou 

características dos espinhos dendríticos de neurônios classificados como VENs em 

espécies que não a humana. Esse fato configura possibilidades futuras para o 

estudo do VENs com a presente abordagem metodológica. 

 Além da heterogeneidade dendrítica e de espinhos vista nos VENs do ACC 

humano (Correa-Júnior et al., 2020), os corpos celulares desses neurônios, além 

de exibirem certa variabilidade quanto à sua forma (Nimchinsky et al., 1995), 

também podem apresentar variabilidade de tamanho. González-Acosta et al. (2022) 

fizeram considerações sobre os corpos celulares dos VENs distribuídos em 

diferentes regiões corticais humanas, a saber: 

 
O grande tamanho do corpo celular dos VENs sempre foi uma 

característica predominante da sua forma. No entanto, esta não é uma 

característica invariável nas diferentes regiões corticais onde eles estão 
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presentes. Um estudo da camada V do córtex cingulado anterior humano 

(área de Brodmann 24, BA24) mostrou que os VENs têm um volume 

médio de corpo celular de 20.822 μm3, atingindo um tamanho 4,6 vezes 

maior que o corpo celular dos neurônios piramidais da mesma camada 

cortical (Nimchinsky 1999). Em contraste, um estudo mais recente propôs 

rotular essas células como VEN 1, VEN 2 e VEN 3, de acordo com sua 

forma em BA24, com comprimentos axiais de 37,5 μm, 44,1 μm e 43,8 μm, 

respectivamente (Correa-Júnior et al., 2020). Uma comparação da área 

de superfície do corpo neuronal dos VENs na porção dorsomedial de BA9 

e BA24 indicou que VENs são menores em BA9 (536 μm2 ± 161,5 μm2) do 

que em BA24 (627,5 μm2 ± 96,92 μm2) (González-Acosta et al. 2018). 

Descobrimos recentemente que os VENs também estão localizados na 

superfície medial do córtex frontopolar humano. Em nosso estudo, a área 

do soma dos VENs foi medida em 369,29 μm2 nesta região, em oposição 

a 257,11 μm2 para células piramidais na mesma camada; ou seja, a 

proporção de tamanho de célula VEN:piramidal foi de aproximadamente 

1,5 (González-Acosta et al., 2018). Esses dados sugerem que o tamanho 

do corpo celular do VEN varia de acordo com a região cortical onde essas 

células estão localizadas e que são menores no lobo frontal. Apesar de 

apresentarem variações regionais, os VENs são sempre maiores que os 

neurônios piramidais com os quais compartilham a mesma localização 

laminar.  

 
A variabilidade do tamanho do corpo neuronal dos VENs em diferentes 

regiões corticais humanas levanta a possibilidade de que o tamanho do soma 

desses neurônios possa estar relacionado com outra implicação morfológica e/ou 

funcional como, por exemplo, o soma de menor tamanho dos VENs presentes nas 

regiões BA9 e BA10 poderia indicar que seus axônios não se estendam a longas 

distâncias (González-Acosta et al., 2022). A compreensão sobre os VENs dessas 

regiões corticais adicionais ainda passa por conhecer importante lacuna no 

conhecimento que é a arquitetura dendrítica desses neurônios. A presença de 

VENs em BA9 e BA10 foi relatada, respectivamente, por Fajardo et al. (2008) e 

González-Acosta et al. (2018). Fajardo et al. (2008) utilizaram a técnica de Nissl e 

buscaram a presença dos marcadores neuronais não específicos para VENs,  

NeuN e MAP2 (proteína associada a microtúbulo tipo 2). González-Acosta et al. 

(2018) usaram a marcação para NeuN. O fenótipo típico dos VENs em relação ao 
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corpo celular e dendritos primários foi observado com todas tais técnicas. Porém, 

em nenhuma das publicações a arborização dendrítica completa é descrita, visto 

que essa foi uma limitação metodológica (embora Fajardo et al. [2008] tenha 

utilizado MAP2, os autores não descrevem a arborização dendrítica completa 

dessas células). Sendo assim, os dendritos e os espinhos dendríticos dos VENs de 

BA9 e BA10 ainda necessitam ser descritos. O hiato no conhecimento sobre a 

arquitetura dendrítica dos VENs também ocorre para outras espécies que não a 

humana. Raghanti et al. (2015) apresentam fotomicrografias dos somas e dos 

dendritos primários de VENs presentes em “baleias-da-Groenlândia”, vacas, 

ovelhas, veados, cavalos, porcos e damões-do-cabo (rock hyrax) corados com a 

técnica de Nissl. Ou seja, por sua característica, a técnica de Nissl permite apenas 

a visualização do soma e da porção inicial dos dendritos primários. Outros estudos 

comparativos sobre os VENs em mamíferos não humanos também não descrevem 

a arquitetura dendrítica dessas células (Butti et al., 2014; Jacob et al., 2021). 

Portanto, a técnica de Golgi aliada à reconstrução 3D de imagem como aqui 

descritas podem ser aplicadas futuramente para estudo dessas estruturas 

neuronais a fim de se obter informações adicionais sobre os aspectos morfológicos 

dos VENs de humanos e de vários outros animais a fim de elucidar as 

características morfológicas e possíveis relações entre forma e função dessas 

células em diferentes regiões corticais. 

Adicionalmente, deve-se atentar à classificação dos neurônios com base em 

múltiplos critérios atuais (Gouwens et al., 2020; Close; Long; Zeng, 2021). As 

primeiras tentativas de classificação neuronal foram feitas com base em critérios 

morfológicos (como os aspectos das ramificações dendríticas e forma do corpo 

celular) e com base na localização cortical das células neuronais (Ramón y Cajal, 

1904; Yuste et al., 2020). Mais recentemente, técnicas genéticos, 

imunohistoquímicos, eletrofisiológicos e bioquímicos auxiliaram na classificação e 

possibilitaram distinguir subpopulações específicas de neurônios (Cembrowski; 

Spruston, 2019; Gouwens et al., 2020), embora não haja um consenso sobre quais 

métodos formariam uma base ideal para a classificação celular (Yuste et al., 2020). 

Nesse contexto, os dados apresentados no presente trabalho abrem importante 

discussão sobre o que pode ser considerado como um VEN (Banovac et al., 2019, 
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2021; Fuentealba-Villarroel et al., 2022; González-Acosta et al., 2022), quer seja 

um tipo de célula neuronal conservada ao longo da evolução, uma modificação 

morfológica de neurônios piramidais ou um tipo de célula especializada, 

regionalmente distinta e seletivamente evoluída no córtex cerebral (Banovac et al., 

2019, 2021; Fuentealba-Villarroel et al., 2022). A morfologia deve se somar às 

técnicas complementares no estudo sobre os VENs objetivando uma classificação 

uniforme dessas células. Critérios adicionais baseados na parametrização de 

propriedades eletrofisiológicas, busca por marcadores genéticos e moleculares 

mais específicos e abordagens que visam identificar homologia entre espécies são 

alguns exemplos de técnicas que podem contribuir para alcançar tal objetivo (Yuste 

et al., 2020). Por exemplo, complementar à morfologia dos VENs, Dijkstra et al. 

(2018) identificaram os genes ADRA1A, GABRQ e VMAT2 como sendo 

marcadores genéticos dos VENs de camada cortical V do ACC e FI humanos. 

Usando neurônios piramidais como referência, Yang et al. (2019), por meio de 

microdissecção a laser seguida de sequenciamento de RNA, identificaram a 

expressão de 344 genes relacionados com morfogênese, ramificação dendrítica e 

mielinização de axônios associados aos VENs do ACC e FI de humanos, sendo 

que 215 genes mostraram maior expressão e outros 129 genes menor expressão 

especificamente em VENs quando comparados com neurônios piramidais de 

mesma camada. Hodge et al. (2020), por meio do sequenciamento de RNA de 

célula única (scRNA-seq), sugeriram que os VENs da camada cortical V do FI 

humano são neurônios extratelencefálicos regionalmente distintos dos neurônios 

piramidais de mesma camada. Adicionalmente, Hodge et al. (2020) fizeram o 

primeiro registro eletrofisiológicos dos VENs do FI humano usando patch-clamp e 

mostraram que esses neurônios possuem propriedades intrínsecas de membrana 

distintas dos neurônios piramidais de mesma camada cortical (embora esse dado 

tenha que ser considerado com cuidado tendo em vista que o registro foi feito em 

apenas três células disponíveis e obtidas de paciente submetido a cirurgia para 

epilepsia).  

O consenso sobre a classificação dos VENs (Banovac et al., 2019, 2021) 

deve ser alcançado no futuro próximo pela integração dos resultados morfológicos 

e o uso de técnicas que busquem avaliar o transcriptoma de VENs. Um dos mais 
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promissores relaciona-se com a análise de dados de scRNA-seq que fornecem uma 

nova maneira promissora de definir os tipos de neurônios (Shekhar et al., 2016; 

Gouwens et al., 2020; Close; Long; Zeng, 2021; Larsson; Frisén; Lundeberg, 2021; 

Marx, 2021; Lee; Yoo; Choi, 2022). Essa técnica permite obter dados sobre 

milhares de genes de neurônios individuais e de milhares a milhões de células 

(Gouwens et al., 2020). A “transcriptômica espacial” (Spatially Resolved 

Transcriptomics) tornou possível a caracterização da expressão de centenas ou 

milhares de genes em neurônios ao mesmo tempo que preserva a estrutura 

microscópica do tecido analisado (Eng et al., 2019; Rodriques et al., 2019; Soldatov 

et al., 2019; Lipovsek et al., 2021). Além disso, também foram desenvolvidas 

técnicas de “Patch-seq” (Patch-sequencing) em que é possível obter registros 

eletrofisiológicos, obter o perfil transcriptômico e relacionar esses dados com o 

estudo adequado da forma de uma mesma célula individualmente (Cadwell et al., 

2016; Scala et al., 2019; Lipovsek et al., 2021). Somadas, essas técnicas permitem 

relacionar o perfil transcriptômico, a localização anatômica, a forma e as 

propriedades eletrofisiológicas de um mesmo neurônio possibilitando uma 

classificação plena e integrada. Para a classificação neuronal, Yuste et al. (2020) 

propõem que 

 
A transcriptômica de células individuais está permitindo, pela primeira vez, 

medições sistemáticas de alto rendimento de células corticais e geração 

de conjuntos de dados que prometem ser completos, precisos e 

permanentes. As análises estatísticas desses dados revelam 

agrupamentos que geralmente correspondem a tipos de células 

previamente definidos por critérios morfológicos ou fisiológicos e que 

parecem conservados em áreas corticais e espécies. Contando com isso, 

propomos a adoção de uma taxonomia baseada em transcriptoma de tipos 

de células para o neocórtex de mamíferos. Essa classificação deve ser 

hierárquica e utilizar uma nomenclatura padronizada. Deve ser baseada 

em uma definição probabilística de um tipo de célula e incorporar dados 

de diferentes abordagens, estágios de desenvolvimento e espécies. 

 
Idealmente, a morfologia e todas as abordagens complementares devem 

convergir e terem concordância entre si a fim de classificarem os VENs como uma 

determinada população neuronal. Considerando que “análises estatísticas de 
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dados de transcriptoma mostram clusters (grupos) que geralmente correspondem 

a tipos de células previamente definidos por critérios morfológicos” (Yuste et al., 

2020), seria fundamental avaliar se o mesmo ocorre para os VENs de seres 

humanos e de outras espécies. Todos esses dados contribuiriam para sabermos 

onde os VENs se “encaixam” nos contextos genéticos, filogenéticos, 

citoarquitetônicos e funcionais neurais. 

 

 Complementando, para estudo da forma neuronal, foi apresentado um 

método para reconstrução 3D de espinhos dendríticos de neurônios humanos 

impregnados pela técnica de Golgi. Para tal, foi utilizada a ferramenta de 

classificação de “pixels” do “software” ilastik para a segmentação de imagens 

obtidas a partir de imagens de microscopia de luz. Em cada etapa do procedimento, 

comparamos continuamente as reconstruções às imagens originais obtidas com a 

microscopia a fim de não incluir artefatos nem distorcer o número original e a forma 

dos espinhos dendríticos amostrados. Isso gerou confiabilidade de que as 

reconstruções 3D estavam adequadas e fidedignas e que o presente e novo 

método pode ser empregado em estudos futuros para o estudo da forma neuronal 

e dos detalhes morfológicos relevantes dos espinhos dendríticos e sua relação com 

a hodologia neuronal e plasticidade sináptica. 

Por ser, indiscutivelmente, uma das etapas mais desafiadoras de análise de 

bioimagens (Meijering et al., 2016), a etapa de segmentação ainda restringe a 

elaboração de reconstruções 3D (Liu et al., 2021). Elementos como diversidade de 

formas de um objeto de estudo, bordos não definidos entre objetos e fundo de 

microscopia, como “ruído” de imagens, dificultam ainda mais o processo de 

segmentação (Tripathi et al., 2012; Meijering et al., 2016). Desafio adicional envolve 

as imagens de neurônios impregnados pela técnica de Golgi uma vez que questões 

inerentes à técnica fazem com que existam variações sutis de contraste das 

estruturas impregnadas pelo nitrato de prata de uma secção histológica para outra 

ainda que proveniente da mesma amostra. Essas variações de contraste precisam 

ser levadas em consideração em qualquer método que tente elaborar 

reconstruções 3D a partir das imagens de microscopia, o que faz com que haja 
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limitações em outros procedimentos e o aprendizado de máquina tenha sido 

relevante para os presentes resultados satisfatórios.  

A ação entre um observador experiente e “software” que utilizam algoritmos 

de aprendizado de máquina para a segmentação de imagem é muito adequada 

para a elaboração de reconstruções 3D de espinhos dendríticos a partir da técnica 

de Golgi. Enquanto o observador “ensina” a máquina o que é dendrito/espinho e o 

que é fundo de microscopia, a máquina, de acordo com o que foi mostrado pelo 

observador, “aprende” e generaliza para o restante das imagens o que “ela” 

aprendeu. Especificamente em relação ao ilastik, isso funciona especialmente bem. 

Isso porque o ilastik cria em tempo real a segmentação de imagem e esta pode ser 

conferida imediatamente pelo observador ao passo que os erros cometidos pela 

máquina podem ser prontamente corrigidos. Essa interatividade permite que o 

usuário seja capaz de elaborar segmentações de segmentos dendríticos simples 

(com poucos espinhos e com pouca variação de contraste) em um curto espaço de 

tempo enquanto, nos segmentos “mais desafiadores” (com muitos espinhos 

pleomórficos e/ou com grande variação de contraste), pode-se conseguir 

excelentes resultados ao fornecer à máquina mais exemplos corretos sobre o que 

cada uma das regiões da imagem representam e ao corrigir erros existentes. Neste 

contexto, uma das questões que surge é quando parar de “ensinar” a máquina. No 

nosso caso, paramos quando a segmentação representou da maneira mais 

adequada possível todos os segmentos dendríticos (sem “furos”, “buracos” ou 

qualquer tipo de distorção) e todos os espinhos e seus respectivos pescoços e 

cabeças, sem criar artefatos ou reconstruções 3D finais inadequadas. 

O presente método pode ser útil para pesquisas futuras que utilizem a 

técnica de Golgi para estudar, por exemplo, como a forma, densidade, tamanho e 

volume dos espinhos se relacionam com o avanço da idade e/ou com doenças 

neurológicas e psiquiátricas. Em relação à idade, Benavides-Piccione et al. (2013) 

analisaram, por meio de injeções intracelulares do corante Lucifer Yellow e 

posteriores reconstruções 3D de imagens fluorescentes, mais de 8.900 espinhos 

ao longo dos dendritos apicais e basais de neurônios piramidais de lâmina cortical 

III do córtex cingulado de dois homens (falecidos aos 40 e 80 anos). Houve redução 

na densidade dos espinhos da amostra da pessoa com mais idade. 
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Especificamente, foi observado que os espinhos pequenos e curtos dos dendritos 

basais e espinhos de maior comprimento dos dendritos apicais se encontravam em 

menor número na amostra proveniente da pessoa que havia falecido com 80 anos 

(Ofer et al., 2022). Esses achados poderiam sugerir alterações seletivas nos 

espinhos dendríticos humanos ao longo do envelhecimento, mas se baseiam em 

somente um caso e os pesquisadores tiveram que “completar” as imagens dos 

espinhos dendríticos que não puderam ser reconstruídos 3D adequadamente com 

outro “software”.   

Não obstante, certas doenças neurológicas geram mudanças nas 

características dos espinhos dendríticos. Por exemplo, na doença de Alzheimer, 

ocorre uma acentuada diminuição do número de sinapses e de espinhos 

dendríticos de neurônios do hipocampo e de regiões neocorticais (Walsh; Selkoe, 

2004; Knobloch; Mansuy, 2008). Na doença de Parkinson, além da diminuição do 

comprimento das ramificações dos dendritos, também foi vista uma diminuição do 

número dos espinhos de neurônios da substantia nigra pars compacta (Patt et al., 

1991). Alterações das características morfológicas dos espinhos também foram 

observadas em outras situações neurológicas e psiquiátricas como na doença de 

Huntington (Ferrante; Kowal; Richardson, 2001; Murmu et al., 2013), transtorno do 

espectro autista (Hutsler; Zhang, 2010; Gouder et al., 2019), síndrome de Down 

(Takashima et al., 1994; Real et al., 2018), esquizofrenia (Garey et al., 1998; Glantz; 

Lewis, 2001; Kolluri et al., 2005), depressão (Lorenzetti et al., 2009; Sawyer et al., 

2012; Moda-Sava et al., 2019), dentre outras doenças (vejam-se Chidambaram et 

al., 2019; e Bączyńska et al., 2021 para revisões de literatura sobre o tema). Esses 

dados reforçam a concepção que a análise dos espinhos dendríticos a partir de 

imagens microscópicas associadas às reconstruções 3D em estados normal e 

patológico constitui-se, assim, elemento-chave para a compreensão dos 

mecanismos de plasticidade neuronal e dos mecanismos envolvidos com o 

surgimento e avanço de doenças que afetam o sistema nervoso humano 

(Bączyńska et al., 2021). 

 Uma vez que a técnica de Golgi pode ser empregada para estudo do tecido 

nervoso de outros animais (Hall, 1972; Somogyi; Cowey, 1981; Mantyh, 1982; 

Linberg; Suemune; Fisher, 1996; Rasia-Filho et al., 2004; Becker et al., 2018), o 
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presente método para reconstrução 3D de espinhos dendríticos também constitui 

ferramenta para estudos comparativos entre diferentes espécies. Por exemplo, 

neurônios do córtex cerebral humano apresentam maior densidade de espinhos e 

tais espinhos apresentam-se com cabeças maiores e com pescoços mais 

compridos quando comparados com os espinhos dendríticos de neurônios na 

mesma ou em diferentes localizações corticais em ratos (Benavides-Piccione et al., 

2002; Ballesteros-Yáñez et al., 2010). Por exemplo, Ofer et al. (2022) estudaram os 

espinhos de neurônios de lâmina cortical III do córtex cingulado de humanos com 

neurônios piramidais de lâmina III do córtex somatossensorial de ratos. Os 

espinhos dendríticos humanos apresentaram-se com maior tamanho e 

comprimento comparativamente (Ofer et al., 2022). Essas diferenças morfológicas 

entre as espécies têm importante significado pois impactam nas propriedades 

sinápticas ao representarem maior chance de compartimentalizações elétricas e 

bioquímicas particulares para cada sinapse em cada tipo de espinho. O método 

aqui apresentado abre igualmente novas possibilidades para estudos comparativos 

sobre distribuição, número, forma e volume dos espinhos por meio de 

reconstruções 3D. 

A segmentação de imagens de espinhos de neurônios impregnados pela 

técnica de Golgi – e, consequentemente, a elaboração de reconstruções 3D – é 

uma tarefa computacional com potencial de estar plenamente resolvida nos 

próximos anos devido aos novos algoritmos computacionais promissores que 

utilizam aprendizado de máquina e, especialmente aprendizado profundo (deep 

learning), como estratégia de funcionamento (Lucas et al., 2021). O aprendizado 

profundo é uma subclasse do aprendizado de máquina (Laak; Litjens; Ciompi, 

2021). Ele possibilita que modelos computacionais formados por várias “camadas” 

de processamento aprendam e representem dados com vários níveis de abstração, 

mimetizando como o cérebro humano percebe e entende informações (Voulodimos 

et al., 2018). Em algumas tarefas específicas (como a segmentação de imagens), 

o aprendizado profundo tem se mostrado capaz de superar métodos convencionais 

baseados em aprendizado de máquina ao permitir a elaboração de modelos de 

predição com desempenhos tão bons, ou até mesmo melhores, que o de humanos 

(Ardila et al., 2019; Hwang et al., 2019). Por exemplo, o aprendizado profundo 
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demonstrou resultados promissores em relação à análise de imagens médicas ao 

ser capaz de detectar retinopatia em fotografias de fundo de olho (Gulshan et al., 

2016), classificar câncer de pele a partir de fotografias de pele (Esteva et al., 2017) 

e detectar metástases tendo como base imagens microscópicas de tecido linfático 

corado com hematoxilina e eosina (Bejnordi et al., 2017). Recentemente, o 

aprendizado profundo superou consistentemente radiologistas na discriminação de 

resultados de radiografias torácicas com as principais doenças que afetam essa 

região anatômica (Hwang et al., 2019). A popularização de algoritmos que utilizam 

o aprendizado profundo para a tarefa de segmentação de imagens e que tenham 

uma interface “amigável” para usuários que não possuem conhecimento 

computacional avançado está possibilitando análises de imagens, como as 

descritas, que há pouco tempo eram impossíveis. De fato, “software” livremente 

disponibilizados que utilizam ferramentas de aprendizado profundo como o 

DeepMIB (Belevich; Jokitalo, 2021), Cell Profiler (McQuin et al., 2018), DeepImageJ 

(Gómez-de-Mariscal et al., 2021),  Uni-EM (Urakubo et al., 2019), CDeep3M (Haberl 

et al., 2018) e U-Net (Falk et al., 2019) já foram utilizados, com sucesso, em muitas 

tarefas envolvendo segmentação de imagens.  

Esses algoritmos se tornam ainda mais poderosos quando combinados com 

projetos de “ciência cidadã” baseados na Web que contam com a ajuda de um 

grande número de voluntários para resolver problemas de pesquisa científica. A 

ciência cidadã tem se tornado uma solução respeitável e escalável para apoiar 

empreendimentos em várias áreas da ciência (Khatib et al., 2011). Um exemplo 

notório de como algoritmos de aprendizado de máquina em conjunto com a ciência 

cidadã podem resolver problemas científicos na Neurociência é o EyeWire. O 

EyeWire (https://eyewire.org/) é uma plataforma online em que os jogadores 

interagem com uma interface visual para mapear as estruturas neuronais de 

imagens obtidas por fMRI. As contribuições dos jogadores são combinadas com 

classificadores de aprendizado de máquina para criar um mapa detalhado 

tridimensional das conexões dos neurônios (Tinati et al., 2017). Com isso, avança-

se consideravelmente no conhecimento sobre a caracterização dos circuitos 

neurais (Kim et al., 2014; Tinati et al., 2015, 2017). O mesmo poderia ser aplicado 

para a elaboração de reconstruções 3D de espinhos de neurônios impregnados 

https://eyewire.org/
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pela técnica de Golgi. Utilizando estratégias parecidas com as do EyeWire, ou seja, 

aliando a ciência cidadã a algoritmos de machine e deep learning, seria possível 

elaborar modelos computacionais que, após input suficiente de dados, iriam atingir 

um ponto em que conseguiriam segmentar essas imagens de interesse de forma 

automática. Um modelo computacional com essas características seria o novo 

“estado da arte” para a segmentação dos espinhos dendríticos e, 

consequentemente, seu estudo 3D com “software” sem custo e livre para utilização, 

sem gastos com compra de produto ou licenças anuais impeditivas em termos de 

orçamento para a Ciência em nosso país, por exemplo. Ademais, enquanto para a 

microscopia óptica estamos chegando no limite do que pode ser visto e extraído de 

informações por conta de resolução física óptica, as mesmas ferramentas de 

processamento de imagem ainda podem ser extremamente valiosas para o estudo 

de neurônios por meio de microscopia confocal ou de super-resolução, por 

exemplo. 

Outra possibilidade, embora dispendiosa, para detalhamento da 

organização sináptica neuronal é aplicar uma variante da técnica de Golgi com 

“desimpregnação pela prata” e posterior coloração neuronal com ouro para 

visualizar neurônios usando microscopia eletrônica de transmissão (TEM) com o 

objetivo de observar e reconstruir tridimensionalmente a ultraestrutura dendrítica e 

sináptica (Frotscher et al., 1988; Fairén; Smith-Fernández, 1992). Ou seja, com 

essa variante da técnica de Golgi é possível coletar imagens do corpo celular e de 

toda a extensão dendrítica dos neurônios vistos sob microscopia óptica e, além 

disso, proceder ao estudo ultraestrutural dos elementos pré-sinápticos e pós-

sinápticos com as imagens de TEM (Miller; Peters, 1981). As reconstruções 3D 

feitas a partir da segmentação imagens sequenciais obtidas com microscopia 

eletrônica envolvem o uso do “software” ilastik para estudo da estrutura e organelas 

em dendritos e axônios, terminações axonais,  vesículas sinápticas e classificação 

dos tipos de sinapses (Maco et al., 2013, 2014; Kreshuk et al., 2014; Calì et al., 

2015, 2019; Wernitznig et al., 2016; Lee, H. et al., 2019; Imbrosci; Schmitz; Orlando, 

2022). Dessa forma, é possível empregar o ilastik para espinhos dendríticos e gerar 

maior aprofundamento de detalhes da estrutura sináptica por meio da segmentação 

https://scholar.google.com.br/citations?user=2V1qNw4AAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
https://scholar.google.com.br/citations?user=NEwIXN8AAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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de imagens provenientes das microscopias óptica e eletrônica. Para os VENs 

humanos, tal tipo de estudo é inédito. 

Por fim, é importante considerar as limitações dos estudos que buscam 

descrever a forma neuronal. O tecido encefálico humano postmortem passa por 

mudanças autolíticas inevitáveis após a morte e pelas etapas para o 

processamento histológico para posterior visualização microscópica (Zeba et al., 

2008; Dall'Oglio et al., 2010, 2013, 2015; Reberger et al., 2018). Por exemplo, a 

análise dos dados morfométricos deve levar em consideração que as medidas do 

corpo celular neuronal e dos dendritos podem não ser as mesmas do que as in vivo 

uma vez que o tecido pode sofrer retração devido à fixação e as etapas histológicas 

de retirada de água e lipídios do tecido (Correa-Júnior et al., 2020; Fuentealba-

Villarroel et al., 2022). Em alguns casos, o número de espinhos do tipo achatado e 

a identificação de espínulas podem ficar comprometidos (Fiala et al., 2002; García-

López et al., 2007; Dall'Oglio et al., 2015). Além disso, no caso do método aqui 

elaborado para a reconstrução 3D dos espinhos, é o usuário quem decide e 

“ensina” a máquina como os “pixels” da imagem devem ser classificados. Nessa 

etapa, erros de interpretação podem ocorrer e prejudicar a segmentação. Portanto, 

os critérios de inclusão do tecido e dos neurônios que serão estudados, assim como 

o cuidado na classificação dos “pixels” para a segmentação de imagem, são 

essenciais para a elaboração de um estudo adequado que busque descrever a 

forma neuronal de forma fidedigna e de acordo com as melhores práticas 

científicas. 
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5. CONCLUSÕES 

 

1) As reconstruções elaboradas com “software” open-source viabilizaram um 

estudo detalhado sobre a forma 3D do corpo celular, padrão de ramificação e 

distribuição espacial dos dendritos além da presença, distribuição, densidade e 

tipos dos espinhos dendríticos de neurônios humanos impregnados pela técnica de 

Golgi e observados sob microscopia de luz em campo claro; 

 

2) Os dados obtidos referentes à heterogeneidade na forma 3D dos VENs 

presentes no ACC e dos spindle-shaped neurons pertencentes às regiões anterior 

e intermediária do PC devem ser levados em consideração nas discussões sobre 

citoarquitetura de cada uma das áreas estudadas, com possibilidade de aplicação 

para comparações filogenéticas e ontogenéticas e para o funcionamento de 

grandes circuitos neurais do encéfalo humano em situações normais e patológicas. 

 

3) O aprendizado supervisionado de máquina se constitui como ferramenta 

importante para segmentação de imagens microscópicas para posterior 

reconstrução 3D de espinhos dendríticos de neurônios humanos impregnados pela 

técnica de Golgi; 

 

4) Pelo fato de o novo método elaborado utilizar “software” open-source, a 

necessidade do uso de similares comerciais não será mais uma restrição para 

estudos futuros com reconstruções 3D dos espinhos dendríticos para descrição e 

compreensão da forma plena neuronal relevante a cada área do sistema nervoso. 
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6. PERSPECTIVAS 

 

1) Utilizar o método apresentado para reconstrução 3D e estudar a forma, 

número e distribuição dos espinhos dendríticos de neurônios piramidais e de VENs 

do ACC em casos normais e em doenças neurológicas e psiquiátricas, como a 

doença de Alzheimer e demência fronto-temporal.  

 

2) Estudar a estrutura do corpo neuronal, dos ramos dendríticos e dos 

espinhos dendríticos dos VENs presentes em BA9 e BA10 de seres humanos por 

meio da técnica de Golgi seguida de reconstruções 3D; 

 

3) Usar a variante da técnica de Golgi com “desimpregnação pela prata” e 

posterior coloração neuronal com ouro a fim de utilizar a TEM para obtenção de 

imagens sequenciais que mostrem a ultraestrutura sináptica de VENs do FI e ACC 

humanos e prosseguir para a elaboração de reconstruções 3D das estruturas 

observadas por meio de segmentação de imagens com “software” open-source que 

utilizem estratégias de aprendizado de máquina. 

 

4) Tornar a presente metodologia disponível para que demais pesquisadores 

possam utilizá-la nas mais diversas áreas do sistema nervoso humano e projetos 

de pesquisa onde morfologia se associa com funcionamento de forma inseparável 

mormente na relação entre espinhos dendríticos, transmissão e plasticidade 

sináptica. 
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8. ANEXOS 
Anexo I: Parecer de aprovação do CEP (Comitê de Ética em Pesquisa) da 

UFCSPA. Projeto aprovado com o número de parecer 3.285.063. 
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Anexo II: Parecer de aprovação do CEP (Comitê de Ética em Pesquisa) da 

UFCSPA. Emenda aprovada com o número de parecer 4.787.433. 
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Anexo III: Parecer de aprovação do CEP (Comitê de Ética em Pesquisa) da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) como instituição 

coparticipante. Aprovado com o número de parecer 5.036.809. 



142 

 
 



143 

 

 
 



144 

 
 



145 

 



146 

Anexo IV: Capítulo publicado no livro Advances in Medicine and Biology 

 
Trabalho adicional elaborado em conjunto com o Laboratório de Fisiologia 

da UFCSPA ao longo do mestrado. O capítulo de livro se trata de uma overview 

sobre dimorfismo sexual e o processamento de emoções. A seguir, por questões 

relacionadas a direitos autorais, apenas a primeira página do capítulo está anexada 

na presente dissertação. A publicação possui o seguinte código DOI: 

https://doi.org/10.52305/QHIA1485. 

 

A citação completa do capítulo é a seguinte: 

 

GUERRA, K. T. K. et al. Sex Differences in Neural Processing of Emotions: an 

Overview. In: BERHARDT, Leon V. (ed.). Advances in Medicine and Biology. 

Volume 191. Hauppauge: Nova Science Publishers, Inc., 2021. p. 155-174. 
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