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RESUMO

A descricdo da estrutura tridimensional (3D) do corpo neuronal, da
ramificacéo dendritica e dos espinhos dendriticos dos neurdnios é essencial para a
compreensao de como ocorre o processamento de informacdes no sistema nervoso
ao longo da filogenia, mormente a complexidade que existe no ser humano.
Frequentemente, esses componentes da estrutura neuronal apresentam
conformagdes espaciais multiplas, tornando necessaria a elaboracdo de
reconstrucdes 3D digitais para estudos morfoldégicos mais detalhados e precisos. A
elaboracdo dessas reconstru¢cdes €, no entanto, desafiadora devido as questdes
relacionadas com a disponibilidade de “software” e com a complexidade do tecido
nervoso e dificuldades técnicas inerentes ao processamento histolégico de
amostras postmortem humanas. A presente dissertacdo de mestrado teve como
objetivo aplicar e desenvolver procedimentos de reconstrucdo 3D a fim de estudar
a forma de neurdnios humanos e seus espinhos dendriticos impregnados pela
técnica de Golgi sob microscopia 6ptica 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 elaboracdo de
reconstrucdes 3D e obtencdo de dados morfométricos dos corpos celulares e
ramificacdes dendriticas dos neurdnios de von Economo presentes no cortex
cingulado anterior e de neurbnios com corpo celular fusiforme no pré-cineo
humanos. Para o estudo da presenca, distribuicdo, niumero e diferentes formas dos
espinhos dendriticos desses neurdnios, reconstrucbes 3D foram feitas com
algoritmo computacional na plataforma comercial MATLAB® com imagens
microscopicas de maior aumento. De modo a evitar o uso adicional de “software”
comercial, por causa de altos custos impeditivos e menor acesso a todos o0s
pesquisadores, o presente trabalho também objetivou desenvolver um método
adicional, simples, acessivel e confiavel para a reconstru¢do 3D de espinhos
dendriticos com “software” gratuito. Para isso, utilizou-se o “software” open-source
ilastik, que emprega algoritmos de aprendizado supervisionado de maquina para a
segmentacdo de imagens. Esse novo método foi aplicado para a composicao de
reconstrucdes 3D dos espinhos dendriticos de neurdnios do nucleo cortical do

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



areas nervosas igualmente. As ferramentas computacionais que permitiram a
elaboragdo das reconstru¢cdes 3D geraram dados morfoldgicos imprescindiveis
sobre a forma do soma, orientacdo espacial dos ramos dendriticos nos trés eixos
espaciais e da presenca, distribuicdo, numero e forma diversa dos espinhos
dendriticos dos neur6nios estudados. Neurdnios corticais e subcorticais humanos
(e de outros animais) podem ser reconstruidos para estudos ontogenéticos,
filogenéticos e hodoldgicos em cada area de interesse e/ou tipo neuronal relevante
bem como para a investigacao de alterac6es morfologicas de estruturas neuronais
em doengas neurolégicas e psiquiatricas. Por utilizar “software” que estéo
gratuitamente disponiveis para download e uso, o presente trabalho disponibiliza
como realizar tais estudos e viabiliza o desenvolvimento de pesquisas nas quais as
reconstru¢cdes 3D neuronais tornam-se acessiveis, mesmo com poucos recursos
disponiveis, com qualidade, relevancia internacional e atualidade dos dados
obtidos, contribuindo para o conhecimento humano na area da Morfologia e das

Neurociéncias.

Palavras-chave: neurbnios corticais humanos, neurdnios de von Economo,
complexo amigdaloide humano, técnica de Golgi, reconstru¢des tridimensionais

(3D) de imagem, aprendizado de maquina, espinhos dendriticos.



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. INTRODUCAO

1.1 Reconstrucgdes tridimensionais digitais como meio de estudo da forma e

funcao de neurdnios

As contribuicdes feitas por Camillo Golgi (1843—-1926) para o estudo do
sistema nervoso central sdo um dos pilares da Neurociéncia moderna (Bentivoglio
et al., 2019). O método de impregnacdo pela prata de células nervosas
desenvolvido por ele permitiu que fossem elaborados, a partir de uma preparacao
histol6gica relativamente simples, os primeiros estudos sobre a forma dos
neurdnios e de células da glia (Golgi, 1873; DeFelipe, 2002, 2015). No processo de
impregnacao, o tecido encefélico é colocado em solugBes de dicromato de potassio
e nitrato de prata, que reagem e formam o cromato de prata (Walker; Herskowitz,
2021). Os granulos de cromato de prata se acumulam e gradualmente cobrem a
superficie interna e o citoplasma das células nervosas (Fairén, 2005) permitindo a
visualizagcao das estruturas neuronais (principalmente corpo celular e a arborizacéo
dendritica) com grande contraste em relacéo ao “fundo” histolégico (“background”;
Das; Reuhl; Zhou, 2013; Mancuso et al., 2013). Com a técnica, o proprio Camillo
Golgi descreveu a forma de neurdnios do bulbo olfatério e diferentes tipos de
neurénios do coértex cerebral humano (Golgi, 1873, 1875, 1882—-1883, 1901). Essa
mesma técnica também possibilitou que mais pesquisadores estudassem o sistema
nervoso central. Ramon y Cajal (1852-1934) adotou a técnica de Golgi e produziu
uma quantidade de descri¢cdes e ilustracbes de estruturas neuronais (Ramon 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 a técnica de Golgi tem sido uma ferramenta amplamente utilizada para o
estudo de formas celulares e da citoarquitetura de muitas regiées encefalicas (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 visualiza¢do e caracterizacédo da

arquitetura neuronal (Milatovic et al., 2010; Rasia-Filho, 2022).
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Desde as primeiras descri¢des feitas por Golgi e Cajal, dados morfométricos
(como tamanho do corpo celular, nimero, comprimento e volume de dendritos) de
neurbnios tém contribuido para a compreensdo do sistema nervoso central
(Jungblut et al., 2012; Ferreira et al., 2014; Arshadi et al., 2021). No entanto, por
mais completas que sejam as descricOes feitas a partir da visualizacao
microscopica, sdo necessarios recursos adicionais para a descricdo da forma plena
e de dados morfométricos das trés dimensdes espaciais de neurbnios. Isso porque
as ceélulas neuronais frequentemente apresentam estruturas com formas
tridimensionais (3D) complexas (Wang et al., 2019) e, na microscopia convencional,
apenas duas dimensdes espaciais séo levadas em consideragao (Luengo-Sanchez
et al., 2018). Uma das maneiras de caracterizar a forma neuronal nas trés
dimensbes espaciais é por meio da elaboracdo de reconstru¢cdes 3D digitais
(Arshadi et al., 2021; Conte et al., 2021).

O conhecimento acerca da forma 3D de um neurdnio € essencial para
determinar seu fenoétipo, conectividade, integracdo sinaptica 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 localizagao de estruturas neuronais, como
dendritos e axdnios, as reconstrucdes 3D fornecem uma poderosa ferramenta para
a investigacao da forma e funcédo dos neurdnios (Donohue; Ascoli, 2011) uma vez
gue permitem a obtencéo da estrutura celular plena (Scorcioni; Polavaram; Acoli,
2008; Correa-Junior et al., 2020; Fuentealba-Villarroel et al., 2022). Esses dados se
tornam especialmente Uteis quando se considera que a geometria 3D de estruturas
como os dendritos se relaciona diretamente com as propriedades biofisicas do
neurdnio, com o quanto de membrana celular esta disponivel para contatos
sinapticos e como é feita a integracao de inputs sinapticos excitatorios e inibitorios
para o estabelecimento de dominios espacgo-temporais para a integracao sinaptica
em cada neurbnio (Spruston, 2008; Yuste, 2010; Rochefort; Konnerth, 2012;
Spruston et al., 2013; Hayashi-Takagi et al., 2015; Rollenhagen; Lubke, 2016;
Tannesen; Nagerl, 2016; Nakahata; Yasuda, 2018; Correa-Junior et al., 2020). As
reconstrucdes ainda possibilitam a elaboracdo de modelos eletrofisioldgicos em

ambientes virtuais por simulacbes de funcionamento (Ascoli; Donohue; Halavi,
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2007; Gouwens et al., 2018; Chen et al., 2022). Os modelos computacionais
permitem inferir principios-chave do funcionamento das estruturas neuronais. Em
relacdo aos dendritos, tais modelos possibilitam a manipulacdo rapida, sistematica
e repetidas de propriedades que seriam inviaveis de serem manipuladas em tecido
vivo ou in vitro, como alteragBes na forma e nimero das ramificagbes dendriticas
ou modificagdes na distribuicdo de canais iGnicos em compartimentos e em
momentos especificos (veja-se Poirazi; Papoutsi, 2020 para uma revisao sobre o
tema). Portanto, as reconstru¢des 3D se tornaram ferramentas indispensaveis para
explorar a funcdo neuronal (Svoboda, 2011; Yang et al., 2021).

A elaboracédo de reconstrucdes 3D pode ser feita por meio da utilizagéo de
diferentes tipos de microscopios associados a variadas técnicas histolégicas para
visualizacdo de tecido encefalico. Além de trabalhos que utilizaram a ja citada
técnica de Golgi associada a microscopia de luz (Petanjek et al., 2008; Bicanic;
Hladnik; Petanjek, 2017; Bentivoglio et al.,, 2019; Correa-Junior et al., 2020;
Fuentealba-Villarroel et al., 2022), também é possivel obter reconstru¢des 3D com
técnicas histologicas aliadas a microscopia confocal (Ruszczycki et al., 2019;
Callara et al.,, 2020; Yang et al., 2021), microscopia eletrbnica (Chklovskii;
Vitaladevuni; Scheffer, 2010; Bosch et al., 2015; Lee, K. et al., 2019; Urakubo et al.,
2019), microscopia de dois fotons (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; lannello (2016) para revisbes de
literatura sobre o tema).

Muitos métodos computacionais para a obtencdo das reconstrucdes 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 basica é coletar as imagens
microscoépicas 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 “tragar”, por uma interface computacional, todas
as estruturas neuronais observadas em cada um dos planos focais bidimensionais
e, ao final, somar todos os tracados para que se obtenha um retrato 3D das
estruturas neuronais (Halavi et al. 2012; Zhou et al., 2016). A aquisicdo de uma

série de imagens (comumente chamada de image stack) adquiridas em intervalos
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de profundidade repetidamente espacados proporciona um alto grau de precisao
de andlise dos elementos celulares observados por microscopia (Taylor; Levenson,
2006; Gautier; Ginsberg, 2021). Isso € particularmente importante para a
elaboracao de reconstrucdes 3D de neurdnios.

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos “software” que oferecem uma
interface para a reconstrucdo 3D de neurdnios a partir de imagens microscopicas
obtidas sequencialmente. Entre os “software” comerciais mais populares estdo 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 Gteis que diminuem o tempo despendido pelos pesquisadores, eles
apresentam um pre¢co muito elevado para serem adquiridos e mantidos. A opc¢ao
para contornar esse problema é utilizar “software” gratuitos e/ou open-source.
Dentre esses, 0s mais utilizados séo 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 reconstrugbes 3D de neurbnios vistos em microscopia de luz séo
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, sdo armazenados e
representados dados sobre as estruturas neuronais em um formato que é
compacto, sendo qualitativamente e quantitativamente preciso e de facil leitura.
Esse tipo de reconstrucdo 3D se pauta em descrever os componentes celulares
neuronais (corpo celular, ramificacdo dendritica e ax6nios) como sendo uma série
de cilindros interligados, sendo que cada um dos cilindros possui coordenadas
espaciais X, 'y’ e ‘Z’. Assim, a reconstru¢ao 3D dos elementos celulares armazena
dados morfométricos como comprimento, area, didametro e volume de cada
estrutura neuronal. As reconstru¢des 3D dos neurdnios no formato .swc atualmente
sdo compartilhadas por um grande numero de grupos de pesquisa em um

repositério internacional chamado NeuroMorpho (hospedado no seguinte endereco


https://imaris.oxinst.com/
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eletrénico: https://neuroMorpho.Org). O NeuroMorpho fornece uma cobertura

extensa de reconstrucoes 3D descritas em publicagcdes 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 reconstru¢cdes 3D
de neurdnios de varias espécies animais. Trés reconstrucdes 3D que constituem
um dos artigos cientificos da presente dissertacdo de mestrado estdo disponiveis
no NeuroMorpho. Elas podem ser vistas acessando o0s seguintes links:

https://neuromorpho.org/neuron info.jsp?neuron name=VEN1Figure4,

https://neuromorpho.org/neuron info.jsp?neuron name=VENZ2Figure5 e

https://neuromorpho.org/neuron info.jsp?neuron name=VEN3Fiqure6.

Além das estruturas neuronais como os dendritos e axénios, o estudo da
geometria 3D dos espinhos dendriticos também é essencial para a compreensao
do sistema nervoso central. Os espinhos dendriticos (ou espinhos, para maior
simplicidade) foram descritos pela primeira vez por Santiago Ramoén y Cajal
enquanto ele observava os dendritos de neurdnios de Purkinje do cerebelo de ave
(Ramén y Cajal, 1888; também veja Garcia-Lépez; Garcia-Marin; Freire (2007) e
Yuste (2015) para uma discussdo mais aprofundada sobre os achados de Cajal).
Enguanto os dendritos sdo o locus primario da conectividade pos-sinaptica e podem
compor até 90% da superficie pds-sinaptica de alguns neurénios (Eberwine et al.,
2001), os espinhos, por sua vez, sdo pequenas protusdes que emergem dos
dendritos de muitos tipos de neurbénios (Rochefort e Konnerth, 2012; Qiao et al.,
2016; Cornejo; Ofer; Yuste, 2022). Eles sdo os subcompartimentos pés-sinapticos
mais importantes de neurbnios excitatorios glutamatérgicos do encéfalo, sendo
fundamentais para a transmissao sinaptica, para a plasticidade neuronal (Helm et
al., 2021; Kasai, et al., 2021) e para os processos de aprendizado, memoria e
cognicgao (Yuste, 2010, 2015; Ofer et al., 2022). Os espinhos podem formar uma ou
varias sinapses (Brusco et al., 2014; Dall’Oglio et al., 2015; Rasia-Filho, 2022) e,
dependendo do tipo de input sinaptico recebido, sofrem alteragbes na sua forma,
volume, tamanho e quantidade ao longo do tempo (Suratkal; Yen; Nishiyama,
2021). Ou seja, os espinhos sao estruturas altamente plasticas que podem ser
constantemente alteradas frente a atividade neuronal (Pchitskaya e Bezprozvanny,

2020; Kasali, et al., 2021), o que faz com que o entendimento sobre suas formas,
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tamanhos e quantidade seja profundamente significativo para o conhecimento das
funcdes nervosas (Obashi; Taraska; Okabe, 2021; Ofer et al., 2022;). Os espinhos
e suas reconstrucdes 3D serdo abordados com maiores detalhes no préximo topico
desta dissertacéao.

O primeiro objetivo da presente dissertacdo de mestrado foi integrar a
observacgéo microscopica a partir da técnica de Golgi as reconstru¢des 3D a fim de
descrever a forma plena dos neurbnios de von Economo (VENs) do cértex
cingulado anterior (ACC) e dos spindle-shaped neurons (sugestivos de VENS) do
pré-cuneo (PC) humano de pessoas adultas, sem quadros demenciais, falecidas
sem doencas neuroldgicas ou psiquiatricas. Utilizando-se o “software” open-source
Neuromantic, foi feita a descricdo morfolégica do corpo neuronal e da ramificacao
dos dendritos proximais até os dendritos mais distais, assim como dos ramos
dendriticos colaterais. As reconstru¢cdes 3D também permitiram a obtencdo de
dados morfométricos do corpo celular e de toda a extensdo da ramificacédo
dendritica dessas células. A presenca, distribuicdo, numero e diferentes formas dos
espinhos dendriticos ao longo da superficie desses neurdnios foram descritas por
meio de reconstru¢cdes 3D com imagens microscopicas de maior aumento. Essas
reconstrucdes 3D dos espinhos dendriticos foram feitas com algoritmo para
segmentacao de imagens dentro da plataforma MATLAB.

Os resultados dessas investigacdes, descritos em Correa-Junior et al. (2020)
e Fuentealba-Villarroel et al. (2022), ja foram publicados e compdem parte da
presente dissertagao (sec¢ao “3. Artigos Cientificos”). Até o més de junho do ano de
2022, a publicacao de Correa-Junior et al. (2020) possuia sete citacdes (de acordo
com o Google Scholar) e mais de 14.980 visualizagdes (0 que faz com que essa
publicacao tenha sido mais visualizada do que 95% de todos os artigos publicados
pelo grupo Frontiers). Adicionalmente, essa publicagcdo compde um Research Topic
intitulado Latest Advances on Excitatory Synapse Biology (Huber; Paoletti;
Sjostrom, 2021) que foi elaborado em conjunto pelas revistas cientificas Frontiers
in Synaptic Neuroscience, Frontiers in Cellular Neuroscience e Frontiers in
Molecular Neuroscience. Atualmente, esse Research Topic possui mais de 143.000
visualizacdes. A publicacdo de Fuentealba-Villarroel et al. (2022), mais recente,

possuia 2 citacdes (também de acordo com o Google Scholar) e mais de 6.585
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visualizagdes (mais visualizada do que 82% de todos os artigos publicados pelo

grupo Frontiers).

1.2 O uso do aprendizado de maquina como meio para a reconstrucao
tridimensional de espinhos dendriticos de neurénios humanos impregnados

pelatécnica de Golgi

Tipicamente, os espinhos dendriticos sdo formados por uma “cabeca”
esférica que se conecta ao dendrito por um “pescogo” (Figura 1; Parajuli; Koike,
2021). Tanto o tamanho da cabeca quanto o comprimento, largura e volume do
pescogo variam consideravelmente entre os espinhos (Walker; Herskowitz, 2021).
Em estudo fundamental em que foram analisados os espinhos dendriticos de
neurdnios do neocortex de ratos por meio da técnica de Golgi aliada ao microscopio
de luz e, adicionalmente, por microscopia eletronica, Peters e Kaiserman-Abramof
(1970) dividiram os espinhos dendriticos em trés grupos distintos tendo como base
seus tamanhos e formatos. De acordo com 0s autores, o primeiro grupo, formado
pelos espinhos stubby (achatados), sdo 0s espinhos curtos e grossos sem um
pescoco nitidamente definido. O segundo grupo, os espinhos mushroom (com
formato de cogumelo), possuem um pescog¢o espesso evidente que se conecta a
uma grande cabeca esférica. Por fim, os espinhos do tipo thin (fino), possuem um
pescoco delgado que se conecta a uma pequena cabeca ovoéide ou arredondada.
Desde entdo, essa classificacdo foi adotada e utilizada em um grande nimero de
publicacdes cientificas que buscaram estudar os espinhos dendriticos (Arellano et
al., 2007; Ofer et al., 2021).

No entanto, a classificacdo de Peters e Kaiserman-Abramof (1970) que
separa 0s espinhos em categorias morfologicas fixas possui muitas limitacdes e
tem sido amplamente desafiada (Runge; Cardoso; Chevigny, 2020). Isso acontece
uma vez que a transicdo entre os grupos stubby, mushroom e thin ocorre
bruscamente na classificacdo feita pelos autores (Pchitskaya; Bezprozvanny,
2020), sendo que, na realidade, existe um continuum de formas e tamanhos de
espinhos dendriticos (Yuste; Bonhoeffer, 2001; Arellano et al., 2007; Benavides-

Piccione et al., 2013; Mancuso et al., 2013; Dall’Oglio et al., 2015; Correa-Junior 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 néo € possivel
definir certamente onde os limites de uma classe de espinhos termina e onde uma
outra comeca (Tgnnesen et al., 2014; Ofer et al., 2021).

Pelo fato de serem estruturas plasticas que podem sofrer alteracdes
constantes, esse continuum de formas e tamanhos é extraordinariamente variado
(Rodriguez et al., 2008). Além dos stubby, mushroom e thin, os espinhos também
tém sido classificados como ramificados, wide (espesso), formas com aspecto
transicional entre os formatos ja citados, atipicos (quando séo observados espinhos
com formato complexo em que néo é possivel uma definicdo simples e/ou Unica da
sua forma) e multilobulados (Dall’Oglio et al., 2015; Correa-Junior et al., 2020;
Rasia-Filho et al., 2021). H4, ainda, formatos adicionais de espinhos dendriticos
gue foram nominados por diversos grupos de pesquisa, no entanto, nem todas as
tentativas de classificacdo sdo amplamente utilizadas nas &reas das neurociéncias
(Pchitskaya; Bezprozvanny, 2020).

Essa heterogeneidade de formas e a possibilidade de mudanca de formatos
frente a atividade neuronal reflete a diversidade de fungdes 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 estavel 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 tém cabecas e pesco¢os pequenos e sao
estruturas altamente plasticas que podem aumentar de tamanho para formar
espinhos do tipo mushroom (Walker; Herskowitz, 2021). O tamanho e a forma da
“‘cabeca” dos espinhos estao relacionados com o numero de vesiculas ancoradas
na estrutura pré-sinaptica e com o numero de receptores na densidade pos-
sinaptica (Nusser et al., 1998; Schikorski; Stevens, 1999; Rodriguez et al., 2008).
Os “pescocgos” dos espinhos, por sua vez, também influenciam a resposta sinaptica
ao permitirem, por exemplo, a compartimentalizacéo elétrica e bioquimica entre a

cabeca do espinho e o dendrito (Helm et al., 2021; Ofer et al., 2021).
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Figura 1. Forma e classificagdo dos espinhos dendriticos. (A) Classificacdo dos espinhos
dendriticos com base na observacdo em microscopia 6ptica e critérios para atribuicdo de espinhos
a cada classe, com base no diametro do pescoco (dN) e didmetro da cabeca do espinho (dH) e
comprimento do espinho (L). Os espinhos dendriticos 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 eletrbnica de transmissao (TEM) representativa da regidao CAl do
hipocampo de camundongo, onde um segmento de um dendrito (D) e varias sinapses podem ser
observadas no neuropilo local. Espinhos protruindo de ramo dendritico (DS, coloridos em azul para

destaque), sinapses excitatérias com densidades pés-sinapticas (PSD, uma mais complexa indicada
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como PSD*) e terminal pré-sinaptico reconhecivel pela presenca de vesiculas sinapticas (SV) e
mitocondrias (M) estdo indicados na figura. Barra de escala = 200 nm. (C) Imagens de TEM
representativas da regido CA1 do hipocampo de camundongo mostrando espinhos dendriticos do
tipo cogumelo (esquerda), fino (centro) e achatado (direita), todos destacados em azul. Barra de
escala = 200 nm. (D) Reconstrugdo 3D de um dendrito de um neurénio da regido CA1 do hipocampo
de rato. As imagens foram obtidas com microscopia eletrénica de varredura de bloco em série (SBF-
SEM). O dendrito com os espinhos passaram pelo processo de segmentacéo para a elaboracéo da
reconstrucdo tridimensional (3D) de imagem. Barra de escala = 1 ym. (E) Imagens de maior aumento
de espinhos selecionados do dendrito representado em “D”. Da esquerda para a direita € possivel
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 sao estruturas complexas e que sua
forma e tamanho impactam diretamente suas funcdes. Assim, os estudos que
buscam descrever a geometria 3D plena dos espinhos dendriticos sdo de grande
valor. Isso porque a visualizacdo 3D dos espinhos (obtida por meio de
reconstrucdes) possibilita a analise de muitas propriedades morfol6gicas que nao
sdo levadas em consideracdo na observacdo microscopica bidimensional (2D)
(Luengo-Sanchez et al., 2018). A forma 3D detalhada dos espinhos foi estudada
por meio de reconstru¢cdes elaboradas a partir de diferentes técnicas de
microscopia associadas a muitas técnicas histoldgicas para visualizacdo de tecido
nervoso, como a microscopia confocal (Basu et al., 2016, 2018), microscopia de
deplecédo de emissao estimulada (STED) (Willig; Nagerl, 2012; Tgnnesen; Nagerl,
2016), microscopia eletronica de transmisséo (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; Vasquez et al., 2018; Correa-Junior et
al., 2020; Fuentealba-Villarroel et al., 2022) e outras (Mancuso et al. (2013) para
uma revisdo sobre o tema).

Para obter as reconstru¢cdes 3D dos espinhos a partir das imagens de
microscopia sequencialmente capturadas ao longo do eixo ‘Z, métodos
computacionais de segmentacao de imagens desempenham um papel essencial.
A segmentacdo pode ser definida como o processo de agrupar uma imagem em
sub-regides coerentes de acordo com caracteristicas extraidas da propria imagem
como, por exemplo, atributos de cor e/ou textura, e classificar cada sub-regido da

imagem em classes pré-determinadas (Tripathi et al., 2012; Seo et al., 2020;
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Minaee et al., 2021). Simplificando, a segmentacdo é o processo de separar o
objeto alvo do fundo em uma imagem (Figura 2; Liu et al., 2021). No caso dos
espinhos dendriticos, uma vez que uma série de imagens é capturada ao longo do
eixo ‘'z’ de um dendrito com espinhos, a segmentagado da imagem é realizada para
diferenciar as estruturas neuronais (dendritos e espinhos) do fundo da microscopia.
Em seguida, o resultado da segmentacdo de imagem é “renderizado” em um
volume 3D em que é possivel rotacionar, em varios angulos, as reconstru¢des dos
espinhos e visualizar sua forma 3D plena em todas as dimensGes espaciais
(Reberger et al., 2018).

@
W

(a) (b)

Figura 2. Exemplos de segmentacao de imagem. (a) Fotografias de folhas de &rvores a serem
segmentadas. (B) Resultado do processo de segmentacao de imagens das imagens de “a” em que
o objeto (folha) é separado do fundo da imagem. A por¢céo da imagem representada pela cor preta
€ 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 microscopio de luz continua sendo um método
importante para visualizar neurdnios (Milatovic et al., 2010) e que possibilita a
reconstrucao 3D de dendritos e espinhos (Al-Absi et al., 2018; Reberger et al., 2018;
Correa-Junior et al., 2020; Fuentealba-Villarroel et al.,, 2022). Desses, alguns
estudos descreveram a forma 3D plena de espinhos por meio de reconstrucdes

desenvolvidas a partir de neurénios 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 segmentagéo de
imagem € 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 confiavel para a visualizacdo 3D dos espinhos humanos analisados.
Por exemplo, esse algoritmo ja foi usado para descrever espinhos de neurénios do
nacleo cortical da amigdala de humanos (Vasquez et al., 2018), da regido CA3 do
hipocampo humano (Reberger et al.,, 2018) e, recentemente, foi usado para
descrever os espinhos de neurénios de von Economo do ACC humano (Correa-
Janior et al., 2020) e de spindle-shaped neurons (neurénios com o corpo celular em
forma de fuso e, nesse caso especifico, sugestivos de neurénios de von Economo)
do PC humano (Fuentealba-Villarroel et al., 2022).

Além do trabalho de Reberger et al. (2018), sdo escassas as publicacbes
gue buscam métodos para reconstrucdes de espinhos dendriticos de neurdnios
impregnados pela técnica de Golgi e observados com a microscopia de luz em
campo claro. Um desses escassos trabalhos € o de Al-Absi et al. (2018), em que
foram reconstruidos espinhos dendriticos de seis neurdnios piramidais
impregnados pela técnica de Golgi pertencentes as camadas Il/Ill do cértex frontal
de ratos. Para tal, os autores utilizaram o “software” comercial Imaris (Bitplane, CH)
para a detec¢do dos espinhos na arborizacdo dendritica e, apds isso, utilizaram o
“software” MATLAB para a classificacdo 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 classificagdo dos espinhos em trés grupos fixos, ele ndo pode ser
usado para a observacgao 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 area, a reconstrucao
3D de espinhos dendriticos de neurdnios 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

variacbes de “coloragdo” e contraste inerentes a técnica de Golgi tornam a
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segmentacdo de imagens ao longo do eixo ‘Z7 de dendritos uma tarefa
computacional complexa e que demanda muito poder computacional. A resolucao
inerente ao microscopio Optico, que restringe a observacdo de estruturas de até
250 nanbmetros (MacDonald; Baldini; Storrie, 2014; Sezgin, 2017; Schermelleh et
al., 2019), também dificulta a identificacdo dos bordos verdadeiros de estruturas
muito pequenas, como o0s espinhos (Mishchenko et al., 2010; Mukai et al., 2011,
Vidaurre-Gallart et al., 2022). Adicionalmente, a aplicacdo de métodos de
reconstru¢ao 3D por meio de “software” comerciais ou com cadigos fechados (como
os “software” Imaris e MATLAB) pode ser uma restricdo significativa para o
desenvolvimento de pesquisas nas quais as reconstrugbes 3D seriam
extremamente valiosas para estudo da forma neuronal. Sabe-se, ainda, que o uso
de “software” comerciais diminui a reprodutibilidade de pesquisas cientificas que os
utilizam (Nederbragt, 2014; Gezelter, 2015).

A fim de contornar esses problemas, uma das possibilidades é utilizar
“software” open-source para a segmentacao de imagem e, mais especificamente,
algoritmos computacionais que usam estratégias de aprendizado de maquina (ou
machine learning) para tal (Figura 3). O aprendizado de maquina € um ramo da
inteligéncia artificial (IA) que busca construir algoritmos computacionais que sejam
capazes de “aprender” (Naga; Murphy, 2015; Bi et al., 2019; Paixao et al., 2022).
Esses algoritmos se adaptam com base nos dados fornecidos para que se tornem
cada vez melhores na realizacdo da tarefa desejada (Naga; Murphy, 2015). O
objetivo do aprendizado de maquina € elaborar um sistema que consiga fornecer
um modelo de predicdo, deteccéo e classificacdo dos dados analisados (LeCun;
Bengio; Hinton, 2015; Min; Lee; Yoon, 2017; Carleo et al., 2019; Paix&o et al., 2022).
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Figura 3. Fluxo de trabalho para a segmentagdo de imagens utilizando aprendizado de maquina a
partir de imagens microscopicas de neurénio cortical humano impregnado pela técnica de Golgi. (A)
As imagens microscopicas capturadas sequencialmente do segmento dendritico de interesse (a
esquerda) sdo processadas no “software” gratuito ilastik. Filtros de imagem s&o selecionados e
utilizados (imagens centralizadas) para uma melhor deteccdo de bordos, texturas e cores, o que
servira para executar a segmentagdo da imagem em estudo. Quanto mais filtros forem aplicados
(para aprimorar a imagem, sem altera-la completamente), melhor serd a segmentacédo. Na imagem,
sado 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” sao rotulados pelo usuario de acordo com as classes pré-determinadas para
"dendrito/espinho" (tragos em amarelo) e “fundo de microscopia” (tragcos em azul). A seguir (centro
da imagem), as informag8es sobre os conjuntos de pixels (ilustrados pelos diferentes tons de cinza
enfileirados) rotulados como "dendrito/espinho™ ou “fundo de microscopia” sdo somadas as imagens
apos o uso dos filtros, forma-se o conjunto de dados de treinamento para agdo de um “classificador”
(que opera com algoritmos de aprendizado de maquina) e determina-se a qual classe pertence cada
um dos “pixels” de toda a imagem. Assim, é gerada a primeira segmentagao (imagem a direita em
que as cores amarela e azul representam, respectivamente, "dendrito/espinho” e “fundo de
microscopia”). Comparando com as imagens de microscopia, o usuario pode verificar e corrigir
possiveis erros de segmentacgéo ao rotular corretamente os pixels que foram classificados de forma
inadequada pelo ilastik. Essa Ultima etapa pode ser repetida até a segmentacdo adequada final.
Imagens adaptadas de Arganda-Carreras et al. (2017). (C) A etapa subsequente envolve carregar

as imagens exportadas pelo ilastik (a esquerda) no “software” FIJI/NIH. A seguir, utiliza-se o plugin
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“Yolume-Viewer” para a “renderizagcédo” de todas as imagens segmentadas ao longo do eixo ‘Z’ em
um volume 3D. Com isso, se obtém a reconstrugdo 3D final (a direita) em que é possivel observar

os espinhos dendriticos e suas caracteristicas morfologicas nos trés eixos espaciais.

Felizmente, nos ultimos anos houve um progresso significativo na
elaboragdo de “software” mais precisos que se utilizam de algoritmos de
aprendizado de maquina supervisionados e ndo supervisionados para a
segmentacdo de imagens (Seo et al.,, 2020). Resumidamente, enquanto o
aprendizado de maquina supervisionado incorpora conhecimentos prévios sobre a
tarefa de segmentacéo por meio de treinamento e correcao de erros (por exemplo,
um usuario pode “treinar a maquina” 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 maquina ndo supervisionado nao exige dados prévios de
treinamento e sao utilizados em situagdes “atipicas” (Aganj et al., 2018; Seo et al.,
2020). Dentre alguns “software” que se destacam no uso de aprendizado de
maquina para segmentacado de imagens bioldgicas estao disponiveis o Vaa3D (Li
etal., 2015), o Cytomine Data Mining Module (Marée et al., 2016), o Trainable Weka
Segmentacado (Arganda-Carreras et al., 2017) e o ilastik (Berg et al., 2019).

Esse avango tecnolégico em relagdo aos “software” que utilizam
aprendizado de méaquina, particularmente o supervisionado, para a segmentacdo
de imagens é extremamente conveniente para a reconstrucdo 3D de espinhos
dendriticos de neurbnios impregnados pela técnica de Golgi e visualizados com a
microscopia de luz. Devido ao procedimento da técnica de Golgi, a intensidade da
impregnacao sofre variagdes sutis em diferentes ramos dendriticos de um mesmo
neurdnio bem impregnado, resultando em segmentos dendriticos mais claros ou
mais escuros quando vistos na microscopia (Reberger et al., 2018). Portanto, como
os dendritos e os espinhos ndo possuem cores homogéneas, € impossivel adotar
um meétodo de segmentacdo de imagem simples. O aprendizado de maquina
supervisionado contorna esse problema. Como as regras de processamento de
dados sao “aprendidas” a partir de exemplos dados pelo usuario do “software”, o

aprendizado de maquina supervisionado € mais flexivel do que as técnicas
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convencionais de processamento de imagem para resolver esse tipo de
segmentacao de imagem (Kreshuk; Zhang, 2019).

Considerando isso, 0 segundo objetivo da presente dissertacao foi elaborar
um meétodo adicional, simples, rapido, gratuito e confiavel para reconstrucéo 3D de
espinhos dendriticos de neurdnios impregnados pela técnica de Golgi com 0 uso
de “software” open-source. O método aqui apresentado usa a ferramenta de
classificacdo de pixels do “software” ilastik (Berg et al., 2019) para realizar a
segmentacdo de imagens provenientes de microscopia de luz. O llastik € uma
ferramenta interativa de facil utilizacdo que permite a analise de imagens biolégicas
por meio de métodos baseados em aprendizado supervisionado de maquina para
usuarios que nao possuem experiéncia com métodos computacionais (Berg et al.,
2019). Foi realizada a segmentacdo de imagens seriadas (image stacks) de
dendritos com espinhos de neurdnios pertencentes ao nucleo cortical do complexo
amigdaloide e de neurdnios do cortex cerebral humanos. Conseguimos, com isso,
realizar reconstru¢fes 3D confidveis que ndo distorceram, criaram ou apagaram
elementos estruturais dos neurénios. Todos os “software” utilizados neste estudo
sdo gratuitos para download e uso, o que viabiliza o desenvolvimento de pesquisas
nas quais as reconstrucdes 3D sejam extremamente valiosas para o estudo da
forma neuronal. Todas as aprovacées por Comité de Etica para tanto encontram-

se documentadas nos Anexos (ao final desta dissertacdo).

1.3 Neurdnios de von Economo (VENS)

Dois artigos da presente dissertacdo de mestrado sdo sobre os VENs
(Correa-Junior et al. (2020) e Fuentealba-Villarroel et al. (2022), a segao “3. Artigos
Cientificos” a seguir). Este presente tépico ndo tem como objetivo fazer uma
repeticdo exaustiva da literatura sobre os VENs, uma vez que as publicacdes
mencionadas sdo recentes e possuem referencial teérico discutido em ambos o0s
artigos. O objetivo desta presente secdo €, no entanto, abordar a relevancia do
topico de estudo aprofundado em ambas as publicagdes.

O primeiro pesquisador a descrever com grande detalhamento as

caracteristicas morfoldgicas e as distribui¢cdes 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 neurdnios carregam 0 seu nome
(Gonzéalez-Acosta et al.,, 2022). Os VENs sdo neurdnios com o corpo celular
caracteristicamente fusiforme e alongado, com dois dendritos primarios
longitudinais surgindo de polos opostos somaticos (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 projecao ascendente em direcdo a pia-
mater e outro dendrito basal € descendente em direcdo a substancia branca, ambos
com espinhos dendriticos de distribuicdo heterogénea (Seeley et al., 2012;
Raghanti et al., 2015; Correa-Junior et al., 2020). Analises 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 presenca de VENs em outros mamiferos
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 laminas corticais Ill e V do cortex fronto-insular (FI; regido
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-Junior et al., 2020), mas
também estdo presentes no cortex pré-frontal dorsolateral (Fajardo et al., 2018),
cortex fronto-polar medial (Gonzéalez-Acosta et al., 2018) e, possivelmente, no PC
(Fuentealba-Villarroel et al., 2022).

Além do formato caracteristico do corpo celular e dos dendritos proximais,
pouco se sabia sobre o aspecto morfolégico desses neurbnios presentes nas
poucas regides 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 populacéo Unica de
células, com poucas variacdes entre si. Por conta dos critérios de inclusdo para
estudo, tais autores consideraram que tanto o dendrito apical quanto o dendrito

basal de VENs apresentavam-se basicamente retilineos, com ramificacdo
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dendritica esparsa e numero de espinhos dendriticos muito menor que neurbnios
piramidais adjacentes na mesma lamina cortical. Por esses motivos, por muito
tempo teve-se que os VENs pudessem ser neurbnios morfologicamente mais
“simples” ou “piramidais modificados” e que, aparentemente, deveriam ocupar
menos volume, realizar menos conexdes e ter uma menor quantidade de fungbes
integrativas de informacé&o quando comparados com 0s neurdnios piramidais de

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

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

humanos impregnados pela técnica de Golgi. (a) Corpo celular (flecha cinza) e dendritos basais
proximais (flechas amarelas) de neurdnio piramidal comum a diversas areas do neocortex humano.
(b) Soma (flecha cinza) e dendritos proximais (flechas amarelas) tipico de neurdnio de von Economo
presentes no cortex 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-Junior et al. (2020)
adicionaram um maior grau de complexidade na discussdo sobre os aspectos
morfolégicos dos VENS. Isso porque esse estudo mostrou que os VENSs presentes
no ACC humano, embora apresentem o mesmo aspecto de corpo celular e
dendritos primarios, sdo morfologicamente heterogéneos quanto a quantidade e

extensdo das ramificacdes dendriticas e pela presenca, distribuicdo, densidade e
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formas de espinhos dendriticos. Ou seja, tais neurdnios variam desde aspectos
como o descrito anteriormente por Watson, Jones e Allman (2006) até
comprimentos dendriticos totais maiores, com alta ramificagdo e espinhos
dendriticos com alta densidade e pleomorfismo. Consequentemente, esses dados
também impactaram na discussao sobre o papel funcional dos VENs no ACC
humano (Correa-Junior et al., 2020). Some-se a isso o fato de que estudo de
expressao génica demonstrou caracteristicas especificas para VENs no ACC,
contrastando com neurénios piramidais, e sua implicacdo com func¢des neurais
complexas (Yang et al.,, 2019). Esses dados abrem questionamentos sobre o
aspecto morfolégico e funcional dos VENs de outras areas, como o FI humano.
Neste sentido, embora a conectividade exata dos VENs ainda néo seja
completamente conhecida (Evrard et al., 2019; Jacot-Descombes et al., 2020), o
perfil transcriptomico dos VENs presentes no FI humano sugere que sejam
neurbnios excitatérios com projecdes subcorticais extratelencefalicas, como as
corticotalamicas (Hodge et al., 2020), e envolvidos com interocep¢ao, emocao e
cognicdo em humanos (Evrard et al., 2012).

Ademais, VENs expressam fatores de transcricdo associados a neurdnios
de lamina V com projecdes subcorticais (Cobos et al., 2015; Hodge et al., 2020). A
regido insular anterior, onde se localiza o Fl, possui conexdes reciprocas com o
ACC e cortex pré-frontal ventromedial, mas também com nulcleos do complexo
amigdaldide e corpo estriado ventral (Namkung et al., 2017). Saleh et al. (2014)
demonstraram que, em macacos, os VENs do Fl tém projecbes axonais que
seguem em direcdo a substancia cinzenta periaquedutal e nucleo parabraquial, o
gue poderia modular comportamentos como ansiedade e medo e/ou a frequéncia
ventilatoria. Essa possibilidade também é corroborada pelo fato de que VENs
possuem projecbes axonais em direcdo a nucleos do hipotdlamo e ao nucleo do
trato solitario, possivelmente também modulando a atividade cardiovascular (Cobos
et al., 2015). Em humanos, VENs expressam os fatores de transcricdo FEZF2 e
CTIP2 (que séo necessarios para projecdes subcorticais em ratos) e SATB2, fator
de transcricdo associado com projecoes 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 regides
corticais envolvidas com o processamento social e emocional (Dijkstra et al., 2018),
e terem conexdes com regides subcorticais também envolvidas com essas funcdes,
sugere que esses neurdnios estejam implicados em func¢des cognitivas complexas
como percepcéo e julgamentos de cunho social e do estado emocional de outras
pessoas e as respostas comportamentais em decorréncia disso (Yang et al., 2019).
Dados de ressonancia magnética funcional (fMRI) demonstraram o FI e o ACC
coativados ao se elaborar com empatia 0 contexto social de estimulos para
interpretacdo emocional e percepcao de dor em outras pessoas (Gu et al., 2013).
Uma possibilidade funcional € que os VENs dessas areas corticais, devido ao seu
maior corpo celular e calibre de axdnio, permitam que o ACC e o Fl fagcam conexdes
rapidas com regides encefalicas distantes e que, por isso, possibilitam uma rapida
integracado de informacdes e tomada de decisdo em situacdes sociais complexas
(Allman et al., 2005; Yang et al., 2019), como descrito para o processamento de
informacgao por coeréncia de atividade entre neurdnios (e ou circuitos) integrados
(Bruton, 2021).

De forma consistente com a visdo de que os VENs estejam implicados
nessas fun¢bes, anormalidades em relacdo a forma e quantidade de VENs foram
descritas em doencas neurolégicas e psiquiatricas em que 0s pacientes
apresentam déficits sociais e emocionais, como a variante comportamental da
deméncia fronto-temporal (Pasquini et al., 2020), esquizofrenia (Brine et al., 2010),
espectro do autismo (Santos et al., 2011), agenesia do corpo caloso (Kaufman et
al., 2008), doengca de Alzheimer (Gefen et al., 2018) e “disautonomia” familiar
(Jacot-Descombes et al., 2020). A vulnerabilidade especifica dos VENs no Fle ACC
e as evidéncias clinicas de suas alteracdes nessas doencas sugerem que esses
neurbnios estdo relacionados com fung¢des neurais complexas multi-modais na
nossa espécie (Bruton, 2021).

Neste cenario, o estudo da ramificacdo dendritica e dos espinhos dendriticos
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-Juanior et al. (2020) foi

descrita, pela primeira vez, a presenca de continuum morfolégico em relacdo as
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caracteristicas das ramificacbes dendriticas e dos espinhos dendriticos dos VENs
presentes em lamina cortical V no ACC humano. Isto é, foram observados VENs
com poucas ramificagbes dendriticas nos seus dendritos ascendentes e
descendentes primarios ao mesmo tempo em que também foram vistos VENs com
uma extensa ramificacdo dendritica a partir dos ramos dendriticos primarios com
presenca de grande numero de ramos dendriticos colaterais. Entre os VENS,
também foram descritas diferencas em relacdo ao numero, forma e densidade dos
espinhos ao longo da extensdo dendritica. Esse trabalho foi pioneiro ao utilizar
reconstrucdes 3D para o estudo dos espinhos dendriticos dos VENS presentes no
ACC humano. Esses dados complementam estudos morfoldgicos anteriores sobre
a organizacdo da citoarquitetura local e propdem possibilidades funcionais
adicionais para os VENs presentes em lamina cortical V do ACC humano. A
heterogeneidade morfolégica observada estimula mais estudos sobre como esses
neurbnios especializados evoluiram filogeneticamente e se desenvolvem
ontogeneticamente para fornecer computagbes neurais que aumentam a
complexidade e integram o processamento de informacdes no cérebro humano
(Correa-Junior et al., 2020). As possiveis implicacdes morfofuncionais dos dados
aqui apresentados em circuitos neurais com implicacbes também em doencas
neurolégicas e/ou psiquiatricas estao detalhadas no artigo correspondente.

Em Fuentealba-Villarroel et al. (2022), com as mesmas técnicas empregadas
no trabalho de Correa-Junior et al. (2020), descreveu-se, pela primeira vez, a
presenca, a “arquitetura” dendritica e as caracteristicas dos espinhos dendriticos
de neurbnios com o corpo celular fusiforme (com dois dendritos primarios
longitudinais) em lamina cortical V das regides anterior e intermediaria do PC,
regido que compde o coértex posteromedial (PMC) humano. Esses neurdnios
possuiam uma forma de corpo celular e dois ramos dendriticos primarios com uma
orientacdo espacial semelhante aos VENs descritos em outras areas 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; Gonzalez-Acosta et al., 2018; Evrard, 2019).Também no PC foram
descritos neurdnios com corpos celulares fusiformes com poucas ramificacdes

dendriticas ascendentes e descendentes ao mesmo tempo em que foram
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observados neurdnios com um maior numero de ramificacbes dendriticas nos
dendritos primarios com varios dendritos colaterais em diferentes angulos e
extensdes ao longo do neurdpilo circundante. A quantidade de espinhos dendriticos
variou de esparsa a moderada ao longo da extensdo dendritica e as formas,
tamanhos e volumes dos espinhos também apresentaram heterogeneidade. Uma
vez que essa foi a primeira descricdo desses neur0nios nessa regido cortical
humana, consequentemente foi o pioneiro a utilizar reconstru¢des 3D para o estudo
de espinhos dendriticos. Esses resultados adicionam um importante conhecimento
a citoarquitetura e ao processamento sinaptico e de informacdes no PC humano
integrado em redes multimodais relevantes para o DMN (Default Mode Network) e
inteligéncia geral (g) no cérebro humano. Igualmente indicaram a necessidade de
uma caracterizacdo aprofundada dessas células fusiformes tanto em individuos
saudaveis quanto em condi¢des neuroldgicas e psiquiatricas envolvendo o PC no
contexto do funcionamento do PMC, como esta discutido em Fuentealba-Villarroel
et al. (2022). A identificacdo neuroquimica e transcriptbmica dessas células deve
ser determinada para estabelecer sua classificacdo definitiva como VENSs (Yuste et
al., 2020; Fuentealba-Villarroel et al., 2022).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

1) Elaborar reconstrucdes 3D dos VENs do ACC e dos neurbnios com corpo
celular fusiforme, sugestivos de VENS, das regides anterior e intermediéria do PC

humano.

2) Elaborar reconstru¢cdes 3D de espinhos dendriticos de neurbnios
humanos impregnados pela técnica de Golgi e observados pela microscopia de luz

utilizando aprendizado de maquina supervisionado.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Elaborar reconstrucbes 3D a partir de imagens microscopicas
sequenciais capturadas ao longo do eixo ‘Z’ de neurénios impregnados pela técnica
de Golgi para estudo detalhado da forma somatica, do padréo de surgimento e
ramificacdo dos ramos dendriticos ascendentes e descendentes e seus ramos
colaterais para detalhamento pleno da forma neuronal nas trés dimensdes

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

2.2.2 A partir das reconstrucdes 3D, obter dados morfométricos do corpo
neuronal e das ramificagdes dendriticas dos neurdnios de interesse relacionados a

area e volume de corpo celular e de diametro e comprimento de dendritos;

2.2.3 Descrever, com base nos dados obtidos, as semelhancas e diferencas
morfolégicas entre os VENs do ACC e os neurdnios com corpo celular fusiforme do

PC humanos;

2.2.4 Utilizar algoritmo desenvolvido na plataforma MATLAB e recursos
adicionais de computacao para reconstrucdo 3D das imagens microscopicas de

maior aumento dos ramos dendriticos para descrever detalhadamente a presenca,
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distribuicdo, densidade e os tipos de espinhos dendriticos 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 maquina para a segmentacdo de imagens e
reconstrucdo 3D de espinhos dendriticos de neurdnios impregnados pela técnica

de Golgi sob microscopia de luz;

2.2.6 Utilizar os resultados de segmentacédo de imagem para elaboragéo de
reconstrucao 3D dos espinhos e descricao da forma plena dessas estruturas e, a
seguir, comparar as reconstrucées 3D com as imagens originais de microscopia a
fim de conferir se o resultado final das reconstru¢cdes sao fidedignas em relacdo as

imagens de microscopia ao longo do eixo espacial ‘Z'.

2.2.7 Associar os dados morfologicos encontrados com as funcdes
complexas ja descritas para o ACC e PC humanos, buscando novos dados sobre

conexdao aferente e eferente dessas areas corticais na espécie humana;
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3. ARTIGOS CIENTIFICOS

Seguindo as normas vigentes para a elaboracdo de dissertagbes de
mestrado do Programa de Pds-Graduacao em Biociéncias da Universidade Federal
de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, a metodologia e os resultados obtidos neste
estudo estdo em formato de artigos cientificos redigidos em lingua inglesa. Os dois
primeiros artigos encontram-se da mesma forma como publicados e em acesso
livre & comunidade cientifica. O terceiro artigo esta redigido em inglés e formatado
de acordo com as normas da revista a qual foi submetido para publicacdo (e

atualmente em fase de reviséo).
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VAR, wmmmmwmcummnu
rogend, the hmwan OF elaborstes focsaed stsemtion for peobl

Vispuer ot al. 20101 This 13 an impuriars s S the
dudmudlmrdnunmnwmmnlm

solring, god-directad, and explocadory beluvioes long term
memory and cogritive proccming. pesmstar planning with
motvisonsl feamrey, wclal awareness axd cmcthoas as e,
trumt, senpeehy, doceptices, yuilt, and Sear; foeding aed aggroaikn;
and sympathetic aad parasympathetic respomes o modukie
hcart rate nad arvrial pressare, repicssey, and gaenantetinal
rosponiees (AIImas o A 000, 2000, D1 1= Watwn, 206
Watwan of al, 2006 Xuwe ot Al 281 Rargedha of al. 2007 ead
reforenea thenen),

The hunan OC had o spechiliad nsuscad type with an
dongand “spindestapal” or mdalaped cdl body in it
layer V (Nuodunky e al, 1995), These cedls, namsd win
Ecoowime rewrora (VENg Tnacheou, 2000; Sodey of al, 2112),
diis mecphobgally from the affacent byer V pyrastsidal
newrven (Fediman, 1984 Braad sl Besdks 19685 and wee
leper than smallyer VI fvfocn owerons  (Noshimshy
ol 1999), Congroost sesulls wils Npalhionin ssning
Neu-N meworsl ooder antipm, and  imimenoresctivey
Tow fumctonsl iomeskes (NiowSndy o ol 1995 Frisrdo
o ool P Sempeon e ol 20110 sdentified VENs with
verikaly oticsned fusifun semn and tvo imais perpeudioulasty
aciemied prmacy dendeites smerging from epponiie satoemes,
e Srected (0 the supeeticid coetical liyers and anodier
ddrecitd te e white mamer (Nundlurshy o ol 1995
109 Fagaodo ot ol 2008 Foghenn st A M5 Gorpdes
Aol ot 2018, with fow sad uwsdly short sde Deadus
(Watsm, Niw), VENs do net espress tmmunomesctivey
fie ugemeuron  ssaddoss (e, parvabumes,  cubinda,
or calreomind hut propet aseas e the switcorocal  white
maller, soese enleriog 80 the Ciegudum bundle (Neschushy
e ol 1995 toward the hraineem o penal cond ragiome
A€ ohon and Sevdey, 200 5)

The C VENs baw o charackenat  phybgonetic sl
ampraetic ot (Allasr ot al, 230 Iady Conds » @l
) The ACC VENs evolved with & Qstering panteen in
our speches wd owe cdmest relurive living pomaces, the grest
apes (Nersahinaky of al, 1994 Aldaan o1 al, 2001y Saghent

e ) et for
of exchatiny nml llbbltmy lnpn, and m euhuhmen
b . Ll

(wmcun 2108, Spmma = Al 2013, Rolkshagen md Tubke,
2010} Furthermene, dendritic spiai se spocalized podspmaptic
walts for wos ociaory Inpon, sty the densty of

i ench ool an will = the powiliditien fie modddation
and plavtiery of miommation tramemisssn (o e aod Hism,
10E; Rocheton aad Konsesth, 21Y; Spromon = al, M13;
Frruwas eval, 2014 Stovear et ol 2014; Weolfrey aesd Scivastaes,
20150 Spines show vaned thapes dnd sl whose complesity
e omory svidert in the lnomsn Svain (Rando ¢ Calal 1940
I9LE; Viste, 2005 Db Ol e ol.. 0151 Dendritc yioes
e have vacious regioa-apecific and nouros-apectc fimctinnal
Enplicaens (Pl ot al, 2% Svahi Tkl « ol 315
Sakaduata wnd Yeosda 201H) end shvw stroctussl dunges in
weurslogical and paychiatne deorders (Pvrmes etal 1001 Herms
and Do, 2018),

There are few sindes descrbing the dendettie anchitedune
and spisc Evenky of liper ¥V VENS in the nsan CC. For
example, VENY ware neported an festform colh wath sporwe
dandrisic tedes s syremetric apical end bsal branches with
fewee spines than pyvamindal peursns (W atwm et 4l 20003 Two
fypes of sping VENS in the hunan ACC with different deoditic
Lantgtia were defated, the seal VENS with o wcal dondticic kergth
of 140-2500 um sod the largs onew with 5005480 um
(Darnimes o o, 20090 We cbtatezd Tundesr moepbolegiod detu
o depit the heterageneity of the VENS in the human CC. The
VENS & layer ¥V owere dautitied by the thisain tedaigee and
ferther visedized by three-@mensonal (313) rannstuction of
Colige mpregnged pocoss. Akboudh huniag ¢ pude dupel
adl body wath amilar lorgeedinal length, CC VENe show
beterogerwky In thetr dadrick brasching pattern, rarging in
o miephwlsgpod comtitiun from spassdy deanchad 1o sone
uxtendwly ramified cedls The 3D Images evidenced addtianal
Gifferenes i the Balribution densty, and shapes of deadrnc
spines i thave VENK. The morphological and likely fimctions)
Enplicasons are providied below,
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MATERIALS AND METHODS
Subjecis

The sutjecis ware-bam men sod b ownme. dgs, posivsrien
Ieoerval cause of death omd 1ype of Ussud facation ire shawn
i Tohliet [ All dhicsl and h'r]:prmodurum:-rld oud
I asondare: with ihe Unematorsl egalalon siandards beed
. e Helunk: Dedsriion oF 1964, Wettbes miormed 2 oemerd
(o brain donacion wes chaired with & nexl of kin doring
an muiopsy st the mongee. The eivecy nghis of vubwcla
were abvay observed. The Boxailivn Ethros Commeibre from
ihe Fedesil Wamversty of Health Sciesss ol Pome Alegre
U oI A D0 A mnd | BT LTI DOSOLS L)
approvesd this ady,

Bapmy chaivel and comechlily mformalion was alo
-:hll]md by interviewing & mest ol kin ai the morgue. Subjecs

re repumiedly dwslihy eenlegically aml prvchiieeally, had

n-:-pmim:-nnuu-mr;!u]lmmnﬂuunﬁmtrmd wcreetied
e cagnitive decling usig the “lnk i Cuerais on
Copnitive. Dedine i Ihr Ederly™ (WIOCHHE e 6 sl
INETL This £ 0 valldaied biersice procedase fir which cutudl
mim oo of = 2T ur A6 e ansacderad indicabve of
abemiitia fin tie Biisilan popalatiog (fadem and Losens
A Uarpebbhe e al, JHS)L Only casn below thesy wlpe
wilies e giiafied (Tabde 10 Pesides, beiin tese foves each
milpext was malyanl hisolegically sl anmenohizincemially
Ty a neurbegstmennopin hologisd (AH] to oodfce the alnence
ol coiineen ikl ledunk o aiabalegEhasive Jiabbders
[datws nad shimwn]

Tissue Processing for the Thionin

Stalning

All bt wene kepd meserea] ln 10% labaiiiesy-gde.
lnff=al Fon i rsalle iy ke sodialiosy il pisin Sanperabaes (AT e
approgmiatvly 5 prars hefooe the pressi precedan, The redhal
trder of e cerdbeal Brmisgphiene. the oorps Caliowm, amd the
chorarteridee aspwet of the CUF served o arsrisenical el e
[Fabairach and Teurimus, 1503 The i lignigpher: OO was
sadiegl from =30 mm i 54 (mm foee anlenor o polirion
it eebaped G0 the aidpoin of tie eteio Odinnisse
liplates 5= I pccondu g b flad ot al, Do)

From each fwidin theee ke oeilaiiing e T wore
sectioned wnd potfined ap BT fer 30 days usiag o phoglak
haaifer saduiion (PO 0] 8 pH = 741 with 4% Dermsildehyde and
1.5% e dechl, Theom, thie sempls wese seclioead & the coréul
Pane ik avbrating microtome | 1S Leos, Germany) 20
ikemating laskinn Qe serics wis eecliovd of 50 jm fin e
thesnin bechmigqne. The ather aries was sectinresd at 26 pm fer
e Dislgi seethl

The Ehpnmin s ngwas i sed i edenhiby the diiferens colls and
layers In 1he 42 CFRgures 1, 10 Slalning by pHlacing seria
watiogi Bom each i Black sa. pekalin- oeded clidks aad 141
w0 dry aq BT for | day, Afierased the shdes ware 11) memersed
in @ A% Fermaldclinde in PRS Ty L wedk @ 470 protecied from
tight: (7% dirbed for | day a1 BT and placed in 2 70% ethanal
solaien Kie munihen day; O3 insered in sldulioss ol inafeking

upcenracons of ethamed; {41 cloared in absoluie syl (5]
Endral o dircung adolisia of okl ksl wished in
dimiled wabory 163 bmemensed (0w solmion of N25% Melemin
Ehemch; Cawrroapl Bor 3 meng (7 Bioewonaed again b osilaling
of mereasing eilsmal comconiranon (3) Apped 1 & akinop f
95% ethimnl with - F% dcetic dcid and sbaslak grlzns aml (3]
eanurged wich synihe i bral s PRelidan, el and coversdippasd
eyl s FIEE T Y e HE

The Gelgl Method and the 3D

Reconstruction Procedure

Tha "single-sachion” Golyl meghod wan afpial o provide
rellable ranks for the reworad odl baody and the dendrin
ared wpun e Geateres n bong-len Ared human ko (T Ogha
W al, 20100 The congsiency of the presar precedane is the
sarmar Bl wirved Tor priddaus dharcieizatios of A and
divmudrie spines in subcoricsl and corscal buman brain seeas
(e, 1he meadlil and cordonl amvpdalald auclel and the A3
bippecanpuil ansy, Dol Oglio- el el 2008 3015 Teberger of ol
J0ER Wispeer # oGl 2HA)

The OO st weee kopt or 3 days inmeecrsd inthe pesi-
Foation edanion o BT, Ahensasd sections were {1 Fnmsd inPRS
arsd jrzn 1o soheien, off 4% e [Sigimm
Chembab Ue, Unieed Stais) o P55 o 3 oain 121 rased
m PHE srad treneraed e 5% polassium dicheeenaiw (Meck)
450 the dark e 3 sy (2] rinsed again i diiliel waer,
Tanibwiched” betweosn ceverdips. and pliced in o slstion of
1A% sibewr ntirals [ Marckl s BT fnthe dask fon | day, (4 washm]
In disdilied witers 15] placcd o gelatin coatal hivielogion alides,
dirieg] @i BT, amil dichrdratad in s acesling seviey of atlesral
Chbaim 70 b L% fow 3 i cachl 16 dearsd in ethanod aid
abasdu e oybse sndd | 7 covered wich mon -scid e spoibsoc balsam
Chefrctive indet = LEI19-E521 Pennmar Masinting Medmm,
EME LSA on simuilar ot Soklan, Beazil) el cvven ks

‘W msad thi follirea g inslading o riterta io.sebect peurons for
anadyiie (1] have oel Tolice Haoaal wilkin e omdaris of
e AL anad S anad i thee coytaal Layer W5 (21 haoe the ol
bl shape detdd preinsiey dembeines chanscterstic of VEN (3} b
pnbsnd fooen pnghbering oells w0 awmd “tanghnl” dendrites; (4]
B dervdwites with defined borbert amd. n isiich wm pissitde,
expnng wher hnncheng or al dstal foeiiens asd 5] ke
alemuelritic spiives cbtlingaiihialvbs e D bl grorail.

Thi genenl soiphology o sdeciol sirens wis Solal o
wahl dining an shipctive plan apochromadic lens LIManSspo
0 A, Oyeepin, Bpen) b s light sikcresiope (CHympes BX-
i1, lipani squipped wath & #-epping mictor and coupled 4o
o LCDDFTL high-peslieminie uners {Clymp, Japasl. Bag
emage W acuired after advancng &5 um for sach ¢ sk,
mder high seselution. (1360 = BOY piels], and sulesinad o
dyramic decomrolution vsng the rege-Feo Phe 78 wiftware
pduaia Cptermetics, Linited Svates) diring tha poquisd ton poocess
Elhal g s e sl 20014 Bobrger ot al, THIRE Fili wers e onld
s TIFF files. The selectel images wire oonverred o S-hic
minechismalic pignires el poodising.

W fexi a tapdimemslonsl (Z1F reconsimiciion
of Crubgi-impergutal seurorns by S e g sicr isoapic inages
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at seguenthal food planes thar iedoded the cdl bady wmd all
vishle denidrtten (Fgure 30 The festoees of the soma and the
pedmary dendeitic shot thicksess as well s the brasching pattem
and spatial onestaton of muain dendertic shasia s che souropil
supporiad the chosifcation of CC Liyer Vesirons o VENA Saull
adpstimonts of beighines and ckgrennd contrast vere divese in
el reconwenicted imapes sxing Adobe Photinhiop TS ) software
(Aidobe Systepns, [, United States ) withont ulesing the o gl
neweral ferture,

Besed on the 20 geoerad morphelogy, we pefamsed the 30
recomsrustion of VENS nudng the Nessmantic foee software
WIA3 programuoed ie Dodaml C4++ Bulder, Universty of
Realing, Unind Kingdom). Semmiznematic tracing of the coll
tody and dendrites was dumne for O seigina stack of microscepic
insdgees acquired song with the throe sputial coseliats,
Recopstrintions weee achimed 25 o soguence of 30 polnis
Witk det ASCH lasad format repeescsting dendedic ek o
4 sy of commected cybinders of vaeving radid ddemnfied by
oethogental lloss [roes odge w edge (Nyels o al, 2002) The
teminosity was mverted 10 alow more details to be observed
in the Soslriic sl contnsting with the badigrousd. The
cemirsst was adjmted for the vivaltestion of thin Seanches
Algoanihms and image provesdng ace depited (n Myant o o
12212, Final images were savial sk SWE 4 farseat (or foeiny
nesron morpbsdoghes (Pevkb and Asecdl, 20073 Marpham etric
it weve ohitsdaed foum che L-Meauue free seltwise {Socownl
o1 el 2008 ming the 30 reconsacied Inges Roposwrtaive
exdmnpls of VENS in the OC wiese stinded. Valnes were cakoulared
fior the cell bedy Wogthe main dixmene and vdune, dendeitic
dkaanierer of the printary dulls. 101 sumber of beanchs (1.
the sem obeained starting fre peimacy domdnoes, Inchiding
sty berwren bearching points and towand the end of
taperad muain or collaterd Seancha, aad total lergth end tintal
wodae of 1he dendeithc toee,

We obtained 33 VENs that randomly fdilod the inchuding

comtradlisg the focis In the “3" axih and soquiniag atocks o
segqmntial 00 um spe. Comequmnding mages were woraed
OLTIFF fibes aand corvertad 1o B.hit monochr ot pletuns.
Eachs peny Smidntte sgeeent & covtaivand of app dy
SU0-200 sequential frames saved S TIFF fles.

Follormimg Kooy prr ef o, (D18 sprtes were 30 reconstructed
wning aa Algociihme perfromed in the MATLAH soffwaee (R219%,
The MathWoeks, Usstod Sates). That s afler peocssing the
wav-scale dices independemtly or ueng median M fiter
sonalles b voluses, inuges were procssed wing te following
steps (a] owther reminal; (b) edpe enhanceret uxing 3 varsmt
of the “ursliarp masking wethod® and isage-Sheing sgproach
bawd o domain tramfons |Cedpeawad™h (s hineaton
wing s adepive thrahaddig spproscls (d) falicposiive
prusing (e 20 food-fill operatng watk cach sBoe of e bisary
voliime (€) 1 ok tterpedanion 1o sooth transkhins betwern
aducent dices and (g) visualaation of De find colane of the
sampied mages comtaming the selected dendritic shaftvand therr
spiss Vasgues & al, 200K wing e "Fi" Loagel witvare
(htindedio o sl 00 with the "Volume Viewer" plugr
Tinages had Snal sdustescnts of teightnes wnd conts st mede in
Fhotoshop ON3 withoee altering spre counting o clasufication

The idennfcation and chisifcation of ewh type of 3D-
recues touched dendntic aptne wis bl an previous dsceiptioons
(Fda and Hamds 1% Arelline &1 o, 2003 h; Beusen o o,
2010, 2084; Uoitales-Rassire et 2014; DallOpglio exal, 1045).
Ty roeating the recenstructed bmages. spines were (npectnd
differees anghes o determine their preence oud digsibation
From peovimal o distal dendros sad thelr oumbe shaps, and
size (Reboogry =f al. 2014}, For sach sgune, we edresved (1) the
peosnce, bogth, md diamwier of & sk, (2) the mumber of
pmmmunomas*nt.mmwmmw
the bead shape. Ascomiding to th clogical | e
woen classihed as (1) thin, {2) mbby.()l wide, (1) mushros-
lakoe, (53 rumibied, (8) havang = trovuticnsd spoct Betwien thew

<rtoeeta tor study. From o sample, E5 mourons were labeded a5
VEN L 10 were VEN 2, and 5 wire VEN 3 e Rsuksd The
nmniher of these Gelgt-smaprognamd VENs per studied case snd
e docativn in e CC faxbaws in Table 2

Afterward, for the 3D recenmmustion of dendeitic apina,
bebghit-feld bmapes were acquired at o fmal megnificaton
of w140 using an x 100 cd gmmenooa obyective lean (plan
mmmmlauomtmuumm
v moquimad with hygh 2670 % 4548 pizels) aaid
ssbmited o dynaneic deonmvolutinn wirg the Truge Fro Phs
70 mitware. Spines were imaged from proxcimal to distal
branches in exch meuren dudied Dats wese cbialned by

camsey, 0 (7) “atypical* {or 'ndumaplt’l spines with wwoaly
srore cvenplex and vanal shape (DalOgh o o, 15 and
reterences thereln), Saall protresions euending som the hesd
of 1 spine wose Chsaifiod an wpénubes { Setvcn o o, 2016 Petraka
e al, 2018} Speae dasky was calenbaied an the nunber of
spines per dendrinic lesgth in prosimal and didal ssgments. We
counted 35 204 and 493 dendnitic apines b these segments of
represenmative VENG 1, 2, and 3. respactively.

Not all sels wers iopovputed by the Golg: meihod,
Therctore: dexcngtive dim e provided for representative VENs

b - 4 b
by faxd

T35 O 01 AN I 9000 | vy o ()

Ay G0 | Vokarn 1 | dcties 20

45



[oren brer st n

& ntabieen Orgesse Coree

I

PYOURE 1] 480 Lo St oyt o of B (ronid vtow of T twns
L) O 0 e 00001 OF T O o e 00 Pl ot I8 b by
95 000n 15 v armorss 10 the Idpoee Ot tfe rtwie onmiiee: Frt
g Oy OF T C15 The i, g wte 3 11
SORON 0 KOOON0N OF 7 D S0liny ool 5y 1T SLu0p OF 00 Q00N
el et e st 1 ). SO 000 o colbummr e AMDRO V0 M ol &
FOER IR Poosoresrogrogd of Sioss -aseid ovde 1 lgees 1S o1 the
L L L e e L A LA P
Ftmin 0 Samer s Jred L0 m ) Dy 0o Dt w2 o N S b g
e DOy e D DTy Ol des i v YO B0 Wee ey
Coondroies L ahwnor, L beant AL mecl S apesor

PIOURE 2 | ™o ormmnzag 1 of thar ) s s o1 #w mper V0t #
v chguiels tories e passedord b Pigare . Theevm Sormees raasoes
VTS Dk 9000 0wl W SRy W] AT [ SO0 1R e (2ger
ANOAEE e Pn Sl On &F VEN 0s M0 T (1o 0/
wpreie dhe ol bocky wed e prreary thed e, 2w vith 3 By

M on aes peciner v B b g apact Cooadraes L rbeer |
Bt ML oo B, peres

ol Voof e huran CC, But the sumber of complutdy
b pregnated VENS in the ACC and MOC prechaded addithonad
extenion statistical saalysie Qemnraive & we jeoridal 1o
address how lecal VENsappesr in o contimmamn of murphelogical
Soatures. X b 1y e mentoned that these moephomelnc viues
are e stual snes G might exis m v doe to change In
the bran thssoe following thie pastassrien perlod and the virkous
steps of the hiatoln pical peocuing (Dall Oyha o1 ol 2015, 2013,
201 % Babergeron al, 218 0e ol Zode £1 4l 2004 for addtional
dewc oo ). These o we dat s horw lu be comsdered with
coocion and are wed 25 inficators of the releive ditioreoces
betwemn VENs docnbed hare,

All compotativan poscedurey weer tvar usng Windoss
Mizowfl® (veica 100, Imd® Corc™ 78050 CIU
@120 GHe 1600 GD RAM memeey, NVIDIA® Gebupe
GTX 105] T with 4 GB fie kage processing.

RESULTS

Thionin-stained uxtons saved 10 (denty the bocal cortical
Cytoeschbectonns and, in the CO Uk absaue of the knet
gramylar layer [V (Figwre 11 Marphalogical creena were osed
W identify ©C VEN (0 fayer V. VENG hve s typleally lange
and dongated spadie dupal el body with twa spresatnc,
wercally orbmned peimary dedocic shafis (Rgure 21 The ol
Dody shagpe of thess cdbs s sesilar o those repuciad by other
asthom (eg. Nimahanky o o, 19950 ARman ot a1, 7970), AD
Wentifind VENS & liyer ¥V opeosestad the solscasd chinmatin
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aspect and an ender niskodis. VENs wase lntermingded with
prramical neurcas and adjacent glial acds (Figure 2], The
Meestiti cation of VENS was relnforc od by che Galgl rosghs,

Galgi dats pevrvidal the dupe of VEN Ssdetes anl sl
new infocreanon un spnes (Fagere 3] In this regand, all
sudied VENs are spiny seurens Dendritc spines showad o
varkety of dopa and sbea. Their typor ranged froan wmall
to Mnge atubby sed wide. o and mshosn the. mmifed,
traredtinned aqects ancd'or mone cceeples shape with mulipls
taltows structurs, Induding Sopble ines Ge. & spiie with
2 veck excling in a bulb, fnoee which @ seceaud neck prowrcded
that will end In another buldy Goradler Ramitrex of al, 2004
Dall Oyl = al, 2009). These pleomorphic spine were found
e her volated or formming dustes, and with different demmities in
main and collateral dendrinic brandies. Spirules were odderved
o diflerent spine types,

Our resels allowed tee Idatfication of & cowtwaun of
shendite shapes e YENs i the bmman UG 'We sdoctad
npcmuum'c Golgldmpeepated séurces o etemgdify the
beterogeneity of thar desidrese boanching pattern (Figures &8
and Segplementiry Videos 131 Theve is ol a strad separition
of VENs s diffesent suleypes of this ssoeeet. Rathes, the
prneral spect of thewe newmars was babeled a5 VENs 1, 2, 0nd 3
vy foe ey reference when descriling the prese s data

The continsanv of VEN shapes rangal from cddly wath few
deod e branches wnd sput s dimple spines (VEN 1, Figwee d aad
Sapplenentary Vedoo 13 20 mtermed e wpect rogaring the
dendrinic beanching paiern and the dight iecrease in the aunber
and types of spine (VEN I, Figure 5 and Supglrmentary Video
2 and u wnee peofise dendriic amidcation and the bighest
dersity of plecancepled spint baginniy <lese 0 the sen wad
oxtending through Sstal dendr segments (VEN 3, Flgures 6,
7 asnd Suj Videw 3.

Furhernars. VEN | éhows both ascendng and desconding
denlmies witha straight cowse and Sow radlicaties (Figure 4},
adernce ar sparse spees in proocimnl sogments (Flgares 4a,d),
und 4 sesedl inceese in wpine dorsiny tewand Jiiad scprculs
{Agwres 4hcaf) Thew dendntic spimes useally have a smeple
dupe wmd mwon were chimifed a5 wvbby or wide v
THperes da- 1), ow = sty pcad sus with spuuk {Figares 4¢l,12},
An example of VEN 1 afler 3D reconstruction v shown In
Sagplementary Video |

VEN 7 s provmal branchiog points st bath the main
woerding and Sccendey  primary dendiiies (Figure 5}
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Twe momber of oolltenl brarches 15 mont  numercus
it VEN | ue b ai@l limivad. The peoxinal deodin
shalts Chesaieentically shokw an abscsxe or few  spitics
(Flgures Bal-301 52602 usmdly with stubby and wide
(Figures 5200102 o £ypid shiges (Figures Sel el).
The peesence of mtermingled muthreom spines Incresses
ok shaft dowdites fes protiesd 10 dotd seguents
(Flgures Sc3 4201000 This alay amm for transtiand/stypxcal
spine (Hgurs Scldelh2). Varoms lage stubby o wide
spines were found (Fagures SgiAL-3) Seme ramified genes
weore observed (Figwres SI282,00) Spioales were presmt in
Sillerert spuse types (Figures 5¢3,42 ¢ L11), Aa example of VEN
2 aker M7 recoastiuation is shosn In Supplesses tary Video 2.
VEN 1 Ssplas both high arhecization and desaity of
ntermingsed phomoephiic damdrich: spanes i man sy and
collieral brsexhss (Fggures 6, 7 for the deswonding and
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ssvenling dendeites, respectivelys, The braachiog panera
moe profuw and bopes dose 0 e coll dody in proxmual
thick hraoches Ml dendritic shas mlotain the vertiaal
ceieniation (or dw ascending aml doscending branches, whanas
the collatoral dendeties ranify at ditferme mvdi ol sngles, inchading
sone is 3 Ieisnd postion (Figues 6. 7). Pricssey dendriles
howe vartome spioes, mclodiag vabby wd wide sues many
atypical dspats, of meslvocen duge (Figares Sal b1, 7iLi2),
2 poroent thar alw aceun i cellateral bnnchos (Figunes 6~
15,7110, The munber of plosinerpbic dendsitie spines increases
m imemadies (Fgures &1, TRLKY) and dital swpgrumis
(Figures 6dlel, Tm1-3J1). Theoe is @ myelald of termngled
spines ul all s 2 types, e, exbby, mide, tha, mnh

o dendeies. 3t s abvo worth swemonisg tha the Golg toethod
rurnbosaly inrpervgpratin o fow ool o encdatiow per stindied

This precioded further compastsons of the number of VENs and
he dendilic sprine demdty in vack cne of these VENS aleag with
che brman [ifespans, the tldy moeindvidual vartadility, or the
exideme of sex difereaces in uie svailsNe saplon. These arc
possiMlities apen to belng timeesthgated in fuatiie ressarch Cseow s
Munnetal, 2011 ),

e o dats wded \he Nisd  waining
dlmcmmm S’d\'r’m b p”:mm; addtoral foatres
and the heterngercry of ity dendeites = ks parsoulsr
popubation of neurea. Our data are dacusal b O Contont

rastitied, wich transonal shapes, many atypisal sad soenplex
medbimeephic wpects (Fagures ba-h, To-nl wch o dockls
spines (Figures 6b3,d1, Tmll, and & protradon resescbiing o
Hopeditzn (Figurs 6el). Poamoephad spine ane found praonl
fromn each ceber (Rgures talhlb¥ /1, TR0 k1) or mece
wually, In chsiess abong didferent pas of the sume dendeltic
bmunch (Figures &t dl, TS mi ) Spnules were found in
dilerent spine types, sisch a5 1 stobby (Figares 6bi b3, 7125,
mualevcen (Figure 6¢l), and sypisl apnes (Figurno bS]
FRIKIIL An esample of VEN 3 after 3D reconsuction is
showa in Videa 3.

‘n:hn«wvhhmv VENS I the s ©C s alw
w dats of the cell body and apiny
dmimu-)\ll\!l:ﬂtluw-wde 1 o] body sl doae vakon
of soenatic Joogitadiod asis lengh, The nusuber of hrasches ead
togal dendettic leugth ool as the densty of preosmal and dhtal
spines are mwee adundont in VEN 3 | Rgure Bf.

Gulgh-brgeauied VESS sumw o ner pholegionl conttiviny of
sendnte and spee ferres in the himan CU. The beterogae ry
rieges frves feve dendtitic branchas i the main ascondiog wad
dosenbag Geaditic shafls 10 o bigher arburadun with many
callateral beandhen Dfervnom aleo oocwrs far the mumben
shape, wd dualereg of dendilic spines Som peocssal 0
detal segments. Our residity 3dd to the chamactertanion of
teasats CC VENs and hoe By insplications foe the spauptic
reocmeg n thove colls.

Morphological Implications

Few, hae are some inderent Jificalies for the sedy of the
haman posmartem brom the thae sontrast with quickly freed
s ue sattgles foas oser spacies, cleding anone wnd satulylic
daturbanc s bepoed conteol Howerer, we do not have evdence
W support that YENs §oiad 2 are stfecns of o wurst Golgl
1pesgnation of the more complex VENs X Nor wan the rase
for the potlished dea dbowog dmibe VENS 1 In
the kaman ACC (Watin ot ol Sn). Axous s 20l wally
vishle wsng the prosent Golgl technigae. This soighe bedwe 1o an
irsulitiog ruyelin sheaa® that prociudes theie siver mspregnation.
Alvsmiatively, aneen might not e aning eodmivdy from the
<ell body wnd £ might 801 be caw 1o ulentify thee axergeice

of the morphubogcal decoption of the buan VENa.
The retevmeid work of Nuncdsby o al (1995 depcvad VENs
with cleachy rdated cell bady sbapes but wath 2 cortain degree of
variaben in the OC. Acoerdingly, 2 sewon “was comahdoned o
sprinudie cudl o Nisal-staoned mratiriod ifinkad so ovoid mafeus
and 112 had 2 haal dendnte that wes 2 Lot e thick as it apical
dendrice. . apindie nenroos were readly MM frum
pyrmidd oo and eshibetal 2 van
Seummdadetauehumvmhq:m-dm
dendriten neardy as thick as the sema st ite widest point. Othen
e ﬁonu. more shout, and nsidly coresd Cccscaally,
d with 2 hisd hasad dendrite or o thisd
e dm&m emengng Srom the some In additon, lpoduacin

v wire cemmm and wess ocomieally e luge tha
they dntornad the shape of sn ocherwie very shender semeon
Althoogh ealy neurens wihs o trady spinde Bhe morphiobgy
were cormdered for thiy stidy, 1t b probabie that thes reprosent
one end of @ spectran niageg in moephokogy fom the chassical
prrmid o thy mot pasrow ey odl, The spuhcanoe of
ms mluumuhnq 1 ook v e & -?thndm:lma:

falnlty in th sapion. . * [Mimckmskyer .,

!9“) We igree wirh 1his dscnpuu The same presadilicy e
the pooepliclogicad fosture wariabdity of the VEN dendriles and
srinee wan desad have,

VENs would be a subpopulanon of pyramedul iewsvns of
“modfied pyramidd avuroas” (MPN) (N bossty en o, 1995
Goerrpilen Aconts v, 20148}, Donk (2979) consadered layes Y
“sherader pyramads or spendies” 36 MPN n thee chass of primetivey
onganiced Bezielh in the mueogensd rogiva of the buman
tebmaphabon. Banovs e 2l 12019 defined “VENs oo Golgi
staining s 1 weuron with o fellining ssnphelogicd beatures:
an doeguied, stk like Coll body gradually coutinuag o thick
aptcal wnd lrasal sthems, & rweh diko basal stem arborisunon and
4o 4000 urgin Gt from Be ool 2ody.” Thoe suthers dadied
cells tn the derppart of layer V and, sdditicnally, in the upper part
of daper V1 i the humss Jeft ACC Acconlingly, ofdes ocal MEN
ramsed “bapalar adls” (althcagh with twe primaey dendnites,
Lo, o maltipoas reurca) sow an ovd o that iy "EMut
to diongnish from smaller svel VENs hased on the cdl body
and provimsad dendeitie moepholegy.  Howerer, . om bipolar
soddal pyressidal nesnes, the peomsinent baal dendeite is
longer, and its thickpess decresses gradualy withow seminad
Deah-like deanckang™ Baovac o al (201090 1 ss sull debanbke
Bow & “bepelar MPN" with o chosr fimiform <ol body aghn differ
complescly freem byer V VENS,
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k s wonh netog tar different nomenchituces would lead
o Sscrepancies in the waly of e s aerve ol Fee
exanmpie, Rasniin v Cagel (1991917} dessribwd the meephalogy
of Tiant fufores oAl bt the heirman mhut
“bege pyramedal and gt fosform cdl lypa™ dow 0 %
docp malissard pyvamiadal Gl layer” Thse "lusions «ls
hove 1o dendrnm, e of whish b vry long sod seens to
wewal 1o layer 3, aheress the other is ssctines vather losg
il davcends betore dviding at acute angles into o aumber
of branches ™ This descriptica of gant fusfonn cells close o
lege prevamishal nesrven resemblve that of layer V VENs a1 the
e tharie thiat diflers from small fesihorn peseoms In the ineee
layer VI {Nunchaoky o 4., L3 Ou the ctber lund, akbough
showing ¢ hetrogeaeoss Sodntlc beanching pattemn, CC VENS
are celle whose muorphelogical sapect could be sepuratal from
other popelationn of coriaal MPNs Ne image for the vagioas
mumcum,omaudymh\mulqa\'n

niwd beov (compazed to Flgure 2 n Hoak, 1640 Figare 6
ln Praak ol ek 1985), These MPNs “Seviae substanthally

(Flgere 8) Otherwise, from the conmvvim of bevwogens: dapes
of VENS availsdle ot NouroMarnghe. oey, i meuld dw s that
IN A ard 2 owurons would be VENS 12, a0d 3, respectively, with
simiber arsciriiics sorepoetad here.

Functional Implications
The banan CC VENS composs & salivnce detaction/sttentions
fromlepar atal network, winck ey roadubii: congdes Madtion
o selfawaroness and sochl indepersonal reemoships {Canda
e b, 2013, 2014 and referendes theranl. These VEN fuctiond
peopertion ndy om the features wl domdrisc branches and
mhmm»up&mmmumph mlpunmr
Vany of o, (20191 ke Ky with
NWMMMMWI(MWM.!
VENs Eom the human ACC Thew ushon weed
Foureqs s refoernoy colls and foand 344 genes with VEN-
wseciatnl exprovdun difleneos odaind o moephagmess,
ludny dexdree b “quuimumplh-lnn.uad
burman mul-aloumd disorders {Yarg » al. 2019} The

from servorypical prrmital selh” to mchude cdls with raristi

In thelr calular processes, Le . the apical dendnie is ooy a shont
and very thin process, basal dendeites that do oot sddways e the
mmmmd.mmmb&l&mk

lsstrrar disterik yuapess in the duman CC wiggeats
mvmlurknmhlmdbydl‘aunmm:mmm
Far exzuple, the oy in lyer Vb sbow modersts o high
erpmann of gletanane AMPA. NMDA. kunate, s mGUED3

may be partnculardy dick and exiend m varoos di

F GABA, sd GABAy inkibitory recepton;

celh with varies deadittes gererated Som the laterdl mtco
of the soma (Brode, L Broak and Bessd, 14851 Toe e

muummymmkm:wmmd

MPNs froes the mudoSerm laper VI of the imcartex et anly
tve seut dendrites, “sre of them I oricoted perpendicdar
o the corticd wrface, the ather rem w varous dinctiom,
These (el are thisefore relerred to s “a palr of compas
wel”. owith owe min dendeees doposed = different sagles 1o
each other. . The foematien of enly 1w miin dendrites gves
the cdl bady 3 trangelar or thambee contowr. . " |Hoak, 19980}
The sarpheligical desoriptions of MPNs contrist with these foe
VENs i layer V their seoe, and aspects of the cell bedy shape
a¢ well oy the onventstion and bergth of the twe man primary
dendrise shafie

The ntevia foc dasufneg Wnu:-wud [ ET
specificaly es VENS by Wation <t ul (2900) were “in dhonpiand,
berge anma i lager 5 of the ¥ or ACC, 3 promsaent bassi
deedrite. and syminetsical mecplwology whoog the borbomtal
ané verticdl axm of the ol " 1o this regand, there are 1%
Peasnian pevrons kbebad oo VENS aviélalie a1 the open dcabise
"Newo 1y (version 7.8, released [Q19 2009, contenl:
112234 meuroas). Nine of these s constricted aeurens were from
e ACC, anad 20 oeliers weoe Dhoent the FL Tleee of themn show
4 chear “Sewsh liba™ taeal dendrite, Sur 26 others &0 not deplay
it Chesely, No VEN spevifically mthe ACC shows o preeninest
teuch-like ol dmdrmic branching | thes shovementivaed
saseple. We are thes ol o comshler that "beuls-Ehe™ busal
derdrates of VENS 1 sne of the possible morphelogical Soatures
for VENG bar & meighe 01 e the unique morphobogical femoare
foe the descinukrg hranches, Here, slthoegh VEN 3 shows the
“sewehlike basal sem arborization! the examples of VENS |
aned 2 &y ek hawe the same spadifc rash-Ble™ hasad dendiitcs

"Amptvwssasanio oy

m mmmmwmzmr«wr-w
eoradrenalin'sdeenalia ot cxcitatony and o2 inlibiecy recepioes
(P -Gallaghr amd Ziles, 3117}, Spociically, VENS in tw
ACC bave dopartine D3 and D5 roceptors, sevetonis- b and
-3 receptors (Wabwe, I06L GABRA receptor subamit &, and
odeenoceptnr u-EA [Thgkaza o o, 2040 Humen VENs abo
characterntically expoews the sctivating transcripton facsec §
of the CREB protein farely likely imvotved in stress reipanies
and pain senitvity; imterloukind roccptnr Wpha dssin lisked
o srfbammakey md alergk restons nenromedn K
relarad 0o the digstive homeos AU infegnation. spelite contrd,
grt fedinge and the medulrtion of sppetite with & posshi
ornection of visooral sates with socil ewarenes
(Alspan mt o, DN Smpeam e ol 2000 Kaghan o1 A,
2015 Foow lursmn VENS expuess saaebrs assnciated with callusad
or corticockadamic propactiens rather, they promenently eapress
Cransriptice fazties of sabeechird pedjection FEZF2 sad CTTP2,
whidh muay ceach pathetic/vyspebe G contred siles
(Cobow and Seebey, 20133 Respactively. the left and the right
ACC have beesisnelved with pais C-andl syeepadienic
asccan] ematens { e AN Cands & ol 1014 Gos e d..
20060 O presently descibed OC VENs Cosdd be testod for thewe
weurschemical and fancmomal peodiles and comparad tn other
previoes dda ve VENS and MPNs (g, Wasoo of o, 20y
Banowas ot ol 2009, Indeed. the “angle-section” Golgl method
wsed here was orgirally Jeve loped in ros 10 be combined with o
vinwey of higochesical procaluns (Cobbatt and samagns, M54
adopend for bumans by TWl'Oglio i al, 2015 bue see akio Saper,
2005 Zeha et 1008)

Human VENs might be considerad compinationally smphe
comparnd 10 corical prramidal newors, erceiving low sputy

Ms Y r fibivwy unex
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within individual minrcehamen, and My providag a rapid
<oetical eadind wignal Deamenisidons (Walon of ul, 2081 The
aspect of VENs 3w mose deaddites and spines than VENs
1, sadibi & hiigh levsd of cemplecicy 0o O fledd. More Gendrites
and vanied spines o vty evhance the computational power
of iewrns Cprsion <t el NI Pruned et ul, 200 Ballenlagrn
and Libhe, 2000) The e of theoretical models 10 dmulate
e dectiophysobgual Syasnicy of e hetarogesoous bumin
newroos s a0 eltoenative the functhaas of VENs
1-3 at this moment (Branel e al, 20H) In s regand,
the g y and the funtizaal peoperties nf moce besnchnl
dendrries atfect the Inear and noa-mear peussadd procesing
of fcemation (Oalley @ al, 206 Spewton ot al, Wii;
Dranel et al, 2014 Holhabagen and Laike, J040), Mal
cendrites in humees cn sbo lave dutinchive bampk

wodudato oelkadar trans-endoryiods (Spaceh and Harna, 2004,
ing addifioes] presiliiliss for neurond paticay (T

Cheng ot sl 2009), even we active 3000 (e nvaganag
stroctiss (aoe funtbur dais in Pooralis o1 ol J00R). Themefors,
the marphobgical foamens of VENS 1-3 s seggestion of
Gilfrrvest progertics fue sputind seud Temporad sinaplic proceisey
regalated s overy 2ping dendritic sagronne. This would provide
wdditionsd crexgenl panpesties fue oauul cleosinies inegrated
for complex human information ingg. 30 oczars In the
Buman profrossal cootex (Petaniek of nl 2511 ard tor the CC
mles ca ablerticn, smctica, viaeral ropome. arciouanee,
skl edgments. cogrition, and aduptive Sebardons (Allinan
ot ol 20N, 2000 a; Bamts et 2l 2013 Cauds o o, 2003, 2014;
Haghamtbetal, 2015 Vogn M15) Howeves it 1 dso lroportant Ko
wer fhat the dendnbic gpane-free aome of cortical proesidsl

mumwm«-mmmp«
Oarge trunfir froe dendsiles 0 soms and ipeke peagagation
alsag the wanm (Eyd ooal, 2018% In sddson, the spine
activity<iriven changes relaied %o symapiic denand. sandity,
charncterieics (Chien of Al J0T1 DaOpio o al. 2015; Berry
and Neshivi, 200 7; Nababoow aud Vaausks 2013}, Spines of Sfeeent
shapes aad stoes difes o the menbnae sirface malable foc
dfhrent mecepioes and their mdckang, the lecal dectrical and
buochenical companmentalizion, the degree of twpmmly

oeursns develops Jue In phiylogensis and ontogemeds (rek,
900, which suppet partwnlintion and gpacalizations fer e
exctatoy sl imhibitory symaptic p g akvey the dendnitic
of netvom with more of bess splaes [Pooens o0 4
1995; Sprustun; J06; Che ot al, 2018 Spruson ot ul, 2013;
TR Oy et al. 20130
The devedoprant of speciskerd VENG can alw beng abost
Strinse vulneralebties (ALman o al. 200 Buni erul, 215
Caada et sl 2014), Peotoceni dywieindicetal vha cptadecketsl
Mummkmummwam
of the muice pmychiatric

Betwan mlpscent gines, mdice the cpacty o
msespens nee the parent Sondree. That -.wlmcnmmml
g oochaniens o ledivided syrepsec{Bocme snd R
Ja4; Crem of al, 2000 Brosew o 3l 20040 In prefrontal
preranidal acurcns. the densey of dendeitic spiacs shows o
dewbipmentd pramog and dmanie remodeing @ ach phae
of the 1eo s of cortiod clroudires along the st decedes
of the hurses becoraag mene stable aftermvaed ([\=an ik
et all 00T Al these meotisaed eetures of deadncic spuses
wre open avenues fow fuether dudies st the marphobgicd pud
fumsctional mterplay of humsn VENs
The impect of the stucture and e functiees of the
chfrent sprew shupes (viebby wide, thn, mudireom. ramifed,
o tamitioneldatypiod) for the fine-maed symigtic procesing
were depected elsewhere (Arellarm ot ol 207 Rochetion amd
Fonnetth ML Yued 200% Stewaet o ol 2004 Dl Ogla
o al 2018 Tenmmen sad Nogeerf, 2006 Lu sl T, J037
Bakidida el Voude 008) Leege dendritic spines uwally
wie ssore sable, o o lege posGynaptk’ Susity, and ke
snrvrg connesthons, wharess small sploes can be rachor tronsbent
(Woelleey wad Sewmilava, 2014) and'ce ladicative of connectioes
wrth 2 lowwr resistance to reach the parars dendrite (Sepal, 2010,
Ditlereat spine types were odeaved aloeg e VEN daaltia,
Spines ranged from few spinen i deadntes of VENs | 1 a
Tigh austbser of astcrod spines Of vanad sbupes wud w2es aloeg
the derdnne branches of VENs 5. Clostered dendntic spenes
an maodabite the cooperatve Intecastion betwern aetghboring
wyesipnes (Yadaw o1 al. 2012) sl the netwiek Tuacton, thus
Infiencisg wonage capacky. kaming sand memory (Fraak
e al, 20IEL Tiny protrsciens wietified o oo were alo
relistly otwerved b dfom Gelgimposgnated spine types
in the lumnan ACC Spimuks see funciesal demeeti that

pathology

mt—-nmcqmm-u :mv-) mmmm-

specificaly the VENS In wine casss - are move vuloesable and
dagraped m cases of the ebiavioral varsant of the foatrtompuora)
dementin dd hindered social-emotional fuscrions [Kie o 4,
2018 Cane-Parel o al, J01Y% L e o, 2019% whaophrema
(Erse o1 al. mm.amummmmwm
(Uetsre o ol 2015); deh in chry  roa-ltersl
lasgage. humes and soenes of cocial inetactiond selated 10
purtial oy onmplete ageosiis of the corpin callsune the satism
spectnan and bipobe disordens (Foghae o 2l 209 and
referenies theran} Alikeimoers dmease (Cefon o ol 200H);
abered cardise vagal fomwe (Goo ot o 216X and wif<oescices
enoticnal reactivity (St «f al, 2013), When fusther studying
VEN dupes angd thor sormal or altered fapctiooeng in bram
Grcukres B i b ingormant o Coniber the”  gro peslbility
th bersction detworn psycho-secal mvicenments dunng
beie devdopesent reuks in inerindividal difeeeice in brain
sttoctizcubscrved Mecr do adule hoessa™ {2oba ot al, 2001

CONCLUSION

The hutmn UG shuwes & contivsany of ssorpheligicd festiees
mwiring the architective of dendrres and tptne of layer
Y VENs Our dein add 1o provioos morphelogical stidies
o the locd evieschiteclonc anpgesestion ard  propow
odditiond  feocional pesshidein for thess aourmons Thw
Beterngenedy of VENs in the human CC encoursges
further vudes c0 how these pecalind neveons  evolved
phistopensicaly and deveiop cntigenstically 1o provide seurdd
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Artigo 2 — Spindle-Shaped Neurons in the Human Posteromedial (Precuneus)
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Tees huaren posteumecial cortex (PMC), which nohucdes the precunsus 150, repesets
2 muaimodal bran e Impkoatad N SMoton, Corsdious aWanNasa, spatal cogrition,
vl 300l Dobanior, Haen, wi dasribe Tia prasincs of Nl stened songatad spids-
shagad feuors Buooeative of von Eooncmo reurons, VER) iy the cortion kyer V
ol e antenar and central PC of adtt humanc. The asapted ‘singla sacton” Gogl
Mahod 160 OSIVIRT TEGUR 'Was A86d 1D Shal) Maie reunes dossa fo pyrarmecal
s 1 ler Vo untl meeging with e VI potamonafic cede, From (hree-chmsesonil
(300 moommtructed mages, we descrine the o body, two man longtudicaty odented
Scending ond Seecanying Jondniing As wal &8 the coumenco of spnas Yom saaral
10 hetal segrents, The pimary dendilic shaks gve rise 10 Ihe ool branches
wih a moia osentation, and pleomopiic opines wene observed with a sparse o
modania dercty Glang the cenantic logh. Oeher spincio- shapad oolls ‘worm cbeaned
wih sirpight decdklic shafts and mes Deanches o Wih an axon amanging rom the
o, Wa dgcuss s marphology of [hess oNs and those 0o teidand VENS in oortical
arens fonming mitegrated brain networks for haghercrder actites, The omserce of
spinde-shagea navens and the Queant dsasaon on tha morphoiogy of pulatve VENS
addnass e neod Tor 4 Inaapth recochamical and tranecriphoonic dhuractadzation of
e PO oycarchibechus. Thsee fndings would include fhees mprndis-ghopod ool in
the synaptic and niormatian procesang by e detaut moda natwork and for geraral
Intellgence In haathy Indvicuais and N nawropsychialic dsarcers invohang s PG N
0 coxvient of tha PMC furctionng,
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INTRODUCTION

Vin Econsenn nevered | VEN:) have o pecudise ploskogenda: sod istogaoitic Svekopmant and an
characterioed by an dongated spladle-chaped or rod-shaped coll body mainky fownd i the cortical
Tarper Vel sestrctond brsss wcus of seane species, acdudag humans and other primases, but g io ol
hamoals (N bty et al . 19950 A el 2005, 2010y Hakeoms et al 000, Canda ot ol L2314
Raghanti etal, 2005 Hidge o ol 2020, fucob ex o, 20200 Tn bemany, VENS hase boen oepoeied
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mamly 1o the amcior cngabie seetex (ACC) and frometnsolar
<eeton {Fl; Raghanti et o, J015 Bassovac & al. 2019, 2004
Cooron Taroe ot o 2030 and evfevancm theratnl, b sl in the
dormlaerdd peeltontal conmux (Bebmann soea 9; Faando o ul,
Jred and i the med il framopolac profromal cornox | Teodamanm
wres 10, Comadles-Acouts 1l 2018 VENo ssight ceersspead o
3% of sl geumns o bper Vinthe ACC (Fabmbo e o) 0% see
comunents dons their selative abundasce i fuomives otal X201
etng moce numerow i the ACCand Flef humans than in ages
(Allesim ot ., 2010).

Hemen VEN showr leatunos of
(Nchimshy of o, 1995 Enndclnl ZDL. Hoh« aal ),
They may provide fak bety arocectical
e, wch a the ACC wod F1 contices (Uralg, 2099, and
roomt inescrplome dits wgeest that human VENs may
ookt o extratdbencepbull, sebvorucal targets (Hodge o1 al.
M) o gondlas VEN« sl propas o8 the infirice frontal
Bres, iferaempord cortex, laterally 4o the hippocampus, 1
wel as w the septum and amypdals (Afiun o1 oL, 010},
VENe vt e midbesn perisquadictd gray and the
ponbrachial peckes of dorsolateral ponn of monkess {disussed
in Bveardd ol 2002), and may kok esotisn and walread of
sympatheticparasympathik sies in sninsso md spinal coed
regions (Cobos ad Sackey, 201%; oot Digwcinmies o= ol | 2005).

The |derttcatiun of cells as VENS (00 putadve o0es)
b been hasd an Nissdthiosdn stsining (Noschundg o ol
19950 Kaghami st ol 0030, Galg impeegaatem (Watem
o al. 2006; Bacovad ef al, DO, 2025 Coerco Jdnkoe ef al,
00, intraccllnkar beocytin (Hodge & W, 2020), setregrade
lbeling wieh chokers o b oand Aless 5% Busecscent
dhextran mapcimpes tion (Earand @ al., 20128 mmssoresctivity for
diteeent hhmul brivesarkers hdu‘q feurstr Nty

and 1 (Alksan e al,
zms 200 Qnmpun 0, N1 Didacs et bl J0IN). andlee
difevent gone expeessions {Allman = al, DM Eveard o ol
200 Cokos -d' Sevler, 221% Yang « al, 2019 Hodgr et al,
2001 VENs are meepbokgically differest frem acighbotiog
prramudal rewroos (Alkmsa ot o, 200 Watson o al, 208)
and srr borger than Myer VI "fuiom” neotoes e bimby
w13, 193 Althinogh having wome meolecsdar peofile in commnm
with Lger V' ppretiidal and fork nemnes banan pudive
VENs showad dintinetive mirtonic manbesne prepertn o the
F1 (Hodge ox al. 2005) and tranicripiomic charscnerisids in the
AOC (Vg e ol 201Y). Thiese duta are feedamenial 0o inkgrax
morphdegical and prastic charactor] wics 1o [dent iy phonetype-
waocuged odls and W ek the propuesed Ratctionsl sols foe
VENs tn matn controd sweral metwurkes (Brunan, J020), s wall a5
(e velnzeadiliy in discaves with socsd sl conetional Jelcits
(AlImzam ot o N0 Canda et o, 1004 Baghannet of, DI35),

The shiape of VENs i ubio dutscteral by the presene of
twe ok perpmdicalely orkmted thick prmary dendritic
safte. o maading wwand more  seperfcidl oertical
byers and another descending towand [he mner eetical
byer (Allvessr et ol 3005 Wemom o ol 2006 Bvrand
e al. 2002; Seckey o W, MWIY Nagharts = 4, 2155
Indeedd the human ACT Is o oogloa wheee the ool body
and ihe primary demdeites of VEN: were identifinl witg

dtferess morphelopeal, weurvcheucl, and  ransripms
appresches. Baad on tuse daia to geilo the ww of e
Gotg) merdod. the thaedimwmionsd (0] reconamiction of
Colgr-enprogaged bver V VENs imdicatid the hatevogeraty
of dendrties and spines of these cdls m this beska arva. Thae
b, AMCC YENS wree dosirbed in o mnrpliological contouaum
fram sparsely bramched (an provicasly reported by Wi ot o,
2s) W moes estensvely sumifiod celbs with varicd collaterad
brandues and dffrences m the Sstribacion, donry, and shapo
of dendritic spines (Cocrea Janier o ol J020L On the other
band, VENs shoukd bave & brh dike apst for the decsnubng
denidrizes with as avon In the ACC ad i the FlLa
churacteritic that wan ovadencod in the fint drawings of thew
Golgh-up newrocs (Barova 0 o, 2319, 2004 Dote
the wpect of the axonal mesification o the orgiral deaviay
from Ramdéea y Cajal shows s Bigoee | in Banoesc et al, 2921),
Diesadriten il spuaes in vmmmnmmm
o be diwd by h J il b L) P
dmnnumdmm;mmmmmwh.wd
plasticky (Veute, 201¢; Rockefion and Koanerth, 202, Sprotun
e al, 2003; Hapads. Tokagd et al., 200% Rolkuhagea and Lubbe,
2015 Toanmasen and Nagesl, 2006; Nadahata aiul Fasuls, 2000)
for brewd nfnrmation pu(endn‘nlkdhy lodviduals and
= napodgpeuriiv Savasa (Hema sl Domelaz, 2000).
Dendrine mmaqﬂa dheneats that G enhance the
stieity B =d the pucking denuty
of syrepaes without xcreasng the eweradl vidume of the
brake [Boume wod Harin 2009 Moseover, dendritic ganes
are wectalined anms for mow oataery mpuly
(Sprraston e al, 201X Drasco o al, 2004 Helm ot ol D021 bet
mee Kubota o1 3l 2910 for the tmpust of whibrory GABA K
permlnals 0 spioes) Whese Compleaiy i evadent in the buman
bewtn (Cagal, 1999 19¢1; Yuube, 2015 Dnll' Opglas et al, 2015),
The neumdnatonicel and cytowchisecknic maps of the
posternmedial cottex (PMC), induling the subdiviions of the
procuneus (PO foemer “quaiirate lobake of Forile”), represent
current reseiech avenues e oultimodsl iniegratve srai in
the haman beain The anwomical snd Fenctiond deredoprwent
of the PC as wel ar the adjeiont maliorential aron s the
PMC may ke played 2 mgeficant ke in hooan brain
extdution lur seunilieensery provessing, motor e, inenil
wmagyry, atentnosl shit, seli-awrenew, sad jodgmets sbost
otlier pessony’ seotad siaes. socel sl Cograsive specialiontions
(Wenderiah ef al. 2094 Ixnng of 4, 2027; Broser ot ol 214,
2017a 00 The damam PMC may inclide the I tho posterior
e conex (Bredmars sew, BA, 13, the retrosplenid
cortex in the pasterior callosal saleus (aneae 29 and 300, and the
Gassithaal soae (arca 31) between the PC and the pooteriur
angelate comtex (Margides o 2. HR4L Some features are
cennardaic (1) tulging of the parietd surfece during the det
yoar of ltfe 1 Flomo axpéere 1 3 mesphogretic sage shsere in
chimpanaees and Neaexdertale (2) the dop parietal aovas show
diente otirchitectural Elveenos botwoen lursses and ooa-
haman peimane, and {51 the exiensbon of the PC I the principal
senses Of iidsagind teain verlabalitg s atult humers (T
Wl 2004 207k and roferences theretn) 1o midaginnd
sectiony the PC & o (uly Bfosentilnl iscones laad in
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the swperioc parseal corex, fostenor w the poseaanl sikous
and the g cam of e cngulaw wices, anlenor 1o the
parbetir-oscipita fisime and the conens abave the subpacien!
wilis and sdpcval te the tmnetion anm 1o the poalitice
<iogulame ond the mrresplenial centex (Crranme and Trmide,
s, Silaperpsen ot ul, 2008ade Margulics e al, XK, Mal
ook, 056 Rraner ot o 30173) Neverthokess, the hmun o
Vagich in iy gevrsetey (ssodly in v kegoadinal dimensioes),
In the paterss of convokiton, and how sala exend withio i
Mouney ef d 205201 T0).

The buman PC haa bam refamal e v BA 7 for Tm,
further sivided tn 7a and 7h for ks anterber and posterior pars,
rapectrvely} on samding o the von Boooomo and Xeakanas
sytoarchivectonic atke, numbeeed as anes 62-64 (00 PRw, PER
and PEy; L. Teisrhy, 209). The buman PCweald inchade BAs
7 and 31 or, sdditionally, the 23 and 30 unes (eg, soe fates 72
and 77 in N vt of 20 L5 bkt e et in Covaning and Tranble,
1004 mad references therem). Othervasr, the cytosnchitatsaic
pm.-llau- of sweocronlly dstinc mikcmannsnical  weas

g modid burde for the T4, I
‘Mp-nlncbhnmll’c mmmmmm

of eterind kal vaniabidity and saterh
topographic asymnoetnes (Schepesjins @ ol 2085ah) These
PC pares would be lucated pootirioe tn e i wikn,
where aneas SLoand S would stll be occupying 4 virkdle
wobume of the asierice pact of the Brod PO (Sdmpeyaa
ot aly 2tk Funstionatly, the PC i a maltimodal ioegrasive
beasogencons dsea i sevedled by sesting-state fenctinnal NI
et (Margiie eral,, 200), That s, (1) the sntezter PC can bea
St boulenetorn regoa coanectad with the superioe peeletal cortes,
eracenizal kebipke, and moeoe enrtex, sho induiling the mwsls;
(thundmmbtnwmmmwm
m‘h 1 'l A . lpm
ummummmwmmmm
osterion PO is conesctod with ooty uoes viveal coriical reghoes

(argulin o ml. 2009),

Commbfiening Thee VENs occur i cortical aress Soe higher
smwrial and motor mbegrabon, emmotiooal sl cogniive
fietons, Leteition sl sodel Sebaviur eldongicon, sad
fhexdtlity, we locked fior the prsence of Sgrindleshapad” celh,
which would be wiggesive of VENs, it the bunun PMC. Oue
totenen i not 0 came 4 posmsad confusnn with other nen
of the tenn “spinde peamis” (alwy mzotisaed in Wasan vl
2000) e “spradlstanersol prossidal ol (s estensivey
roviewed i Banpens ot ol 20010 Rather, we describe the
orptudegy of thee etwrens I laye V ouanl werging with
Jever N1 of the human PC based on thewr Nisd-stamed and
Golge laposgnated features whille we do ot huve Conplele
dvia fee thar definere menrochemsxal and transeripeomie
atcrization and des silonics Hese, we studiod e anlerioe
and central regnons of the WO BA 7), which ceeronpead
appeoximanly to PARL chosn regans of (nterest“seeds™ 5-
7 end 951 wirtkin the PC Oulargolios ot ol 2008 wals &
11 and 15 from 57 Appesds were vianly companed snd
consifiornd o cealrd PO O sanepies induded the tisse
postedar o the pesticeniol slovs, mosly comespondog o
the FC (adhough sreas 51 sl 5M wosld alo be incindal;

Schepenans et 4., 008 b, aad @ woall jun of the anstionsl
ares 31 in the ventral it dose 1o the subparicoal sulous (b
w0t adwercing 10 the pestenior cingadite contex), Fast we sed
Noal stsining 0o klentify tauecas with o Sharncriong dlongatel
spindle-shapad odl body close (o pyresstdal mearons m the P
coetical layer V aad in the transtan o et V1 Aflsrwund tvo-
dmensional (20) wd M recomiractions of Golg-mpregnated
spindlestupial seurons cvidenced e main shats ozienied
perpedicdily, correspording o the asceading and desending
primvey domldrites In these cells. We dscuss the morphokogy
of putatrre VENs in other buman bram anow, the aesd for
odditoadd cdassibicalion of these P spindle- staped cells e well
ax the implications ke the Jocal cytuanchitectonics and the
facvonal possitdities for the preserce of spladie-staged tar
putaswe VENS) in the buman I Jor bath the “defaud mode
ewtwork” (DMN) and high multimodal conial processdng

MATERIALS AND METHODS

The present provedure was adapead fries the decrgiion
published in CocresJanior o al, (X030)

Subjects
The mbjects were two mun and cne womsn sepoctady
bealthy asumbgiodly mad prychumicaly. with o previous
pacal Bler Age, wex, postwordes miervel, and
a-uddummMnan ‘nnnzndkm
peorvidad written & 1 conwert for brain donatice dsring an
mmuﬂrmuwﬂ»mﬁdthm dinkal
and comorhidieis Mlonmation Each subject wis wreened
for cognitive dechine seng the “Infoomam Quabioanaite on
Cognitive Dackne in the Bderdy™ (IQCODE News ool 20107).
Ths validated trereiew prooadure has 2 col-off point soee
dicative of demestih of =127 or 348 @ the Beadillan
popalation (Sanches s Lenrergu, 2000, Carmsbiva et al, 2003).
Only cases bdow these values were induded in the pocent
study (Tabde B) Hosits tiswir wis alus aalysnd Nislogicaly
and tremnnchisechemically by a neurologstimenm pathel ngre
CAH) o confitm the abseoice of comon vasoulie lesdons ur
evidenr esrodegonerative disorders acher thao primacy ape-
relared akesationm.

Allethecal and legal peocadi nes were carcied o 1 accerdance
witd the i et ionad reailaeey statdands basad e e Helsuki
Decheation of 194 The privay nghts of whpects wene
observal ar ul timee There i o potesiady idestdabic
Gaa oo any indwalual scludeld in s enide. The Bewilian
Bbicy Commimee from the Tederal Univossiy of Haalth
Scicoes of Poro (UFCEPA; 26Q) 50116 6000051485,
IEIENU T I00SHS. and (62756197 0000 5345) and the
Foderal Unwversity of &b Geatrde S0 56l (5187 147197 3005.5847)

approved thes study

Tissue Processing and the Nissl Staining
Procedure

Tiradns wore kept mmened bn 10% bborsonygrade, wnbeefored
foemddchiyle  wletion  af oo emperatae {RT)  for
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appeonesaely b yoaes befoee study, The PC was locaied in
the dorsd parckin of the PMC, poserior 4o the meeginel
reesus of the Gugulils suboss, anletice 5o (e pasete eccipinl
furere and the comews. and inchading the sbpanetal sokus a5
anaitesical reference, & mentiened above (Figare L) Mayules
ot ol 008 Mai et al, 2000 Bewrwy ot al, 20573), The anterier
and ceateal PC in Che Jelt bosisphers {ihe side availdils i Chese
ko) wese sbudied feoxs 415 40 716 rm peslerior o the
midpetst af the anteror commmsaes (M or ol 2004, 016
Figures 2, 31

Al the beginring of this stiady, tasse Nocks wire secivoad
aned pont-fead o KT for 30 Sapv g plesplare e whkatson
LPES, 011 M, pH = 74, 4% formalichyde, snd 1, 3% picric achl
Samipdes were Conoraely sectieocd wils o vilingiey micrstoms

CI000G; Fesa G ¥ e an i % lshion. One serics wes
secthonad st 90 gom for the Nisd techiegoe, the other ot 200 um
foe the Giodg tneehod.

The Nesd staming sdentthad the cortical leyers ané differomt
cells in the PC (Fagures 2. 3). That iy, sectioas were 1) pladed
on pdatm-ceaned slides and boft to dry & KT for | dan (1)
then, ddides were Launzrsed oo % feersddedryde 1 PES fue
b oweck & 4°C and pemiacied Fom Sghe: (3) dned e | &
at KT and tmmessed in a 0% ethaned wolution foe 1 dap (4)
. d a0 ol ettanl ard cheanad in
absadute sylene: (5) Immersed In dacreming solutions of adanol
and wasbal it desilied water; (7) immensad & 4 solon of
025% croasd vioket (Merdk, Germany) for 2 ming (7) immensed
i dise il water o remove exceaive dpisg, and in wiutisa of

Lend
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ey Crwowih o

WG A 3ot tew W) 3 O wiOG RN S00r St 1 i re e L Compe uen 50 Beaf mped Sobt b e red ot ny
NI PO 00 00N WA AN R Tl D IS Ot |EaIOmnt Dy B s arv il Sosken o ahovn 1 ot
ST h’dllm of toazot el et rens reach wilth PYOCatee 201 (Rckde yeerea bx, Lohed Shea)

Insrensiey ethamd coacentration; (8) dipped Lo & selution of 5%
ettaned with 1% soutc ocid and abwolute Xylene sed (91 mounind
with synthatac babsam (Sokdan, Beazil) andd covenlipped

The Golgl Method and the
Two-Dimensional and Three-Dimensional
Image Reconstruction Procedures

We wsed the “sdegle secion” Golgl method sdapted for keag-
Tere fleed postmoriow dsain brdn (Dul'Ogio o al, 2000

o0 the origmal Catben sud Semogyl, 1954 develeped bor 2D
Enage procesdng by Melesgar of ol 2015) 24 previculy dooe
for the edemteriaation of pewrons and dendntic spooes in doth
suboneticd | il sucla) and coetical husmsain bt seay
(MO0 ot al, 2003, 22T% Vingeer o sl 201K Cores-
liesiar o W 20UE Caes FBlba o &, 2001} Retda wetinos
wews sectivewnl and kept bmunenad = the mme post-fisation
sodution & mentioaod abose for three move days. Afteneand,
sectinne were (1] rimead in PES and munened 2 andatins of
1% osnluee tetroside (Sgros Chencicals Co. Ualted Staves)
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In VBS for 2% aln; {2} tinsed 1 PRS and bnmensed [ Y%
potasiiamn Schromate (Mieck) ot €0 in the &ek for 3 S
13) rioned in ditilied water, “andwiched” betwesn coverslips,
pacad in a solution of L% silwer nenw (Merdkd s KT
for 1 day and protecred from light (4) waskad in disiled
waier, placat a gedatin-contad Bisilogical slides, doal « KT,
shebpdreatec e s ncending seriey of ethancl, chearad in vilanol
and anolote xylene aod (5) coverad with pen-acidic sputhetic

bulsam (pelactve dubex « L518-1.521, Permous Myussing
Medium, EMS, Unitad Stees oe simikie prodect, Sokdan, Braal)
and coensipped

We wal e axury 10 sedact Golg-enprognitid
wwurens foor further sady (1) cells dionld bave their soens locarsd
within e bodarics of die PC(2) sptaulieadaped cdls shoukd
be near tu pyramédal reursas in the corticad layer Vsl the
trasition % lye VI (3) cels should have two made peimary
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dendries onented vertkaly soward the white maner and apical
wirface; (4] cdls should b relavedy “solarod” in thw mearogil
10 alow i bes visaalization 153 dendries shoskd hove dofned
Tunders s, se e ai pusibic, be Laperiag sfius Tranchiog o
ot el hecatons and () dendiinie spines shoakd be visitde snd
porpiudoprcadly distinct thun unipecilic siver peecgatatal inthe
secnion backgronnd

The gpasrd wnrphology of PO ncseun was studied a1 260x
(usng an oiective planapochinematic dos UManSAps @8 NA,
Olympas, Ppan) wsieg & light microscepe (Olympas BX-61,
Japuan) eguippal with 2 =eepping motur and coplal o
CCDOPT2 bgh-perfonmance camera (Ofympes, fapanl. Each
irmage wao acqeeed alier advestcing 05 pem for cach = stack,
wider high resslution (1360 = F024 pixela )y and subominied
shyramic doconrolution wemy the lmage Pro Mug 7.0 witware
[¥idha Cybemetics, Unitad States) durlng the acquisition proces
DlOghio o o, 2008 Bedrger o1 al, D), Fiks were
recardad as TIFF file, The sdected mmager were comveried tn
£bir memmmﬂum TE
et ok, 20000 Wi outially dab tun of
m:oe!hodyuldmmudﬁnummm nm'omlvl

po = focal plasten. Saull

Wo(bcmmumﬂmm’emw
Fraal reccnwrucind anapes ming Adobe Mhotoahiop O53 swoftware
{(Adobe Swtems Inc, United Staues) ssdid Neuremanthc
froe wiivees (vL63 progammed in Bodsad Ci o Buller,
Unreenitry of Beachog. United Kingdom ) waboot abaing the
ociginal neuronal lesteres

Teaed on thiv 20 peneral shape reconstractoon, we pyocanded
Hext 10 the 31D reconatr ucthon of sebected newroms iy decondunce
wth the procadure descritad in Cormea-lammor et ol (20005 Tha
it we usd the Nasomuntic soltmise (o sentionad dwrel,
anéd 3 mre-amtomatc tuing of e odl bedy sad dendnba
s done for the oogimal stack of miceecops mags soqurnd
ey wirh the three spatal coundinales. Bvonsnuctions were
achueved an 3 seguence of 10 potnts with am ASCH -head formmt
reprewnting dendrinic trecs as a series of connecied cylidens of
varying radi identifed by rethogonally line froee edpete-ecse
(Mt 2t al.. 2002), The duminoaity wes inverted to ovidence
the dendritic shofts derallc contrsting with the background.
Contrad was adpsced foo the vissaloution of dein brandus
wning the algeetthm snd 1mage proceserg descnbed i Myt
ol (20070, Find recon@nations were seved 4y SWO ferman
{Fuckl and Asceli, 20000 Marphesectsic et were obiained
wing the L-Meawre froe softwaee Cuaarionl o ol M08 on
the 3D seconstrucied usgo. Yoo wese Cukulatad for the
arll body length, mom dmeer and wolame, the dendritic
astierer of the privary shalls, i sunber of danchs {12,
the sem obeatned starting from primacy domdntes, inchiding
scpicnls Between branching polots and tseed the cod of muin
or onfleeral branches), total length, and sotal valume of the
herdrhtic trow Fosrever, (1 s be moationed that rss onents
of the peunimal odl body end dendeiies can be slfivond 3 the
fixatiom procedure and the tssoe shirinkage die 1o sach techniqoe
wed. The morplwmetic velnes shown i Figare § might nof be

for the prosent hestological procesieg (Dall Oglio w1 al, 2210,
2013, 3H5; Reberger o 4l JDIS; soe alao Yoba o al, 2008 for
wdditional S custion)

The 3D evcomprncton of Seulntic spimes was dotw usag
berghtied tmiges acquired at o final of DX
usitg s 1002 off imesession objeice lens (plaspodecmaic
UPbnSapo LARA, Qlympas, Jipan). Each imege was saved with
Dagh sesclutson (2000 x 1548 pexcls] sad sebirs kil to dynanic
decarvobition wdng tho Inmage Pro Ples 0 eoftwire. S were
-upa‘l froas peoximal to Sstal beanches. Tt were obtained

by cenlrellmg the focss in the = sxix sad sopering - dado
at mhl 01 jm steps Om!qunhg lmn wwere !ual
ax JIEF fles aand
MAMMWWWJ-M
HO-200 mequert ial frammaee | Coenea [enior et o, 2120),

Following Retwoget o o (2015, sphreswere 3D reconstructnd
wning un algorithm peoceand = the MATLABR seftwire (RIS,
The MathWorka, United Saten) Lo, "after proceaing the gray
scpe dices Independently o usiag o madian 3D filiers in smalier
nibrecl iz, inage were prococed waing the Sellowing stepa:
(a) outlier remmwal; (b) edge eollncenset sing 4 vazhint of
the ‘sssharp mosbing method and imape lenieg spproach
based on domam trandoms {‘adge-amare’y (O binatation
waing wn adapeive throboldeg appreach; (| proning fale
postve (L, comection R 1he muintemeoce of emdmal of
amall chygcss & e image of inkees )ty ane 0 dendntic
septient and wpne v an obviows arafil b D Aood 80
opersnn tor ek alikce of the binary wdume (1) tcubk
wierpolation 1= smeoth trandtims berween adfacent slhics;
and (gl visaleaien of the Baal velume of the sampled
g comtaiing the seksnad dendritie shafts and their sprime”
(Msqaer of do XN} usng the “Fii® Inage | swftvare
(Schloddin @ al, 2083) with the "Vaume Viewes™ plugin'
Tervages had Snnal acustasents of beightiness and consteast sade in
Photoshop OS5 without dicring spene comiling or dedsfication
(Uoenav [anier et al, M0

The idonnfcution wsl chwifostng o cods 1ype of 30
secomin ted dendn e spine was based ou previoas Jeasiptons
(Fada s Hlarvis E995 Arellons et o, YT )y; Peunt) of o,
.‘I'Hz Gonesboe Wamrer v al. 2004 DaBOgliv ot al, 2015;

e 01 ol 008: Corron-Jdnler 21 ol 2000 Bade Rilw
Al 3200 By potating the recondrcted meaes sjroes wene
obvesved @ Bfrent 0 detersine (cousience from
proxind 00 distal Ssadries, nmsber, dupe, el sive {Rekage
@ A, W) Fer each spioe, we cambihenads (1) the prosnce,
lengily and dussicter of & ek {2) the manber of peotrusicas
from a sioge stalk, (5] the head disnener, and (4) the head
stape. Accordiag 1o duse w0 Sautures, aptnes were
classtied a« (1) thin (1) stubby, (3] wide, (4) mushreom-bbe, ($)
sunified, and (6§ with o trassgunael wpedt betwioon thee dses
o as “atypical” (or “multiform”) spees vach mosy comphes and
wvaried dapes (DWlOgho ot al. 2015 snd refervnces therein),
Tiewy e eatending from the Resd of & s were
lassied s spineden (Hraco o ol 204 Zaceand o1 al, 2090
Penadis erad, 2021}

the actaal anes (38 ooy in Wesl due e Zable changes
in the servous tsone fellowing dowls and the varmxes Seps

LY — - 4 b
by faxd
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All compuutiond procedures were run usng YWiadows
Micrget®  (versies 100, lntd* Core™ i74750H CPU
@22 GHz, 16D GB BAM meotory. NVIIDHA™ GeForce
GIX LIS Tiwith 4 GB for bimige prociseny,

RESULTS

The Nisl-stalned sections seeved 1o Mentidy the seetical
cptoarchbectondor aod the cdl body shape of newroms In layer
V om e asterwe sl aontnal sepone of the bunun 37C
(Figures 2, 3], Our intevest was Initlally centerad In Kisd-stamed
celb with s dorgetnl spindio-chaped ur md-thaped call body
vith oo mmmt.. vertically eche med prisey denduitic dualts

i polex The <ol bady shape of
these an; lhmld Yo wimdlar to thow roporuad previcudy fee
puiktive VENS {eg, Nimadundoy of al, 0995; Allres of i, 2005
2009 Hodge o1 al, 20000 'We obiserved these odls ia the FC
biyer ¥ and i the tomalthon o kayer VI chose to prramidal

ewursis, which ranged Scom smald and tosemediane w liege dae,
und gial ol (Figuees 2C. 3C) Nisal st winde-aped
weurens displayed a booghtodiral ool body bengrh stmiber oo somme

igtboring paremidal | Fgares 20, D) o well o
the characwristic seursndl chrvmanin apect and o prooiment
sadcleolus (Figure 3E).

Theee are mn&muc or the Gelg maethed whon sty
adult h P m sarples That s, nod all dels were
completdy el (i the buman PO and 0 owis et
posiNe 10 rlaMy decmine (he presence of an avoa and
@ sdicalives in all Few wellampregnatal spunde-
shapad meorons randomly fulfiled the includon cotena for
ferther stuly. Daacnptive data ane peovidad for these svadable
opurens without futher statstianl compersans The thre
sasbyec b stindbed here had neuscas in layer V' showing the spinde-
shapad soma and o primary dendrties, but fow culls were
wull-mpregestoal W seected the Nidd gsming sl e et
Colge- mprognaed spinde- diapod resrore that we could cbtam,
shomn I Figares 2- 10 and Sopplementary Figures [-3 fim

A

PUBAIEE & | Y 0m0n 00w 00 COND g 000 08 CRMr wIn o WU G0 T O] O SOrT, My W A ) TR SO0 T Wy K10 T P (RO
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et Ord. seriect by w2
cyregead g e e et ehes e ¢

case M (dervad in Table 1) For esample, in 7 skl sections
roin s spacifs case. we doand 15 reedomely Impesgnated
en i Supplementary
Flgure 4. most of the others were not complardly lmpregnoned|
and B s;-u-“o .ka;\.l o

prranalal seurons (e oo

s af there arz shown here, the othen

hed only the ¢l bady and shert “cut-of ™ proioon) dendeitic

bramshes viible) The saiupled spimdle shapad novrons wers

obrervad aony

Legemeds uf the commes

spinde- tu codshaped cell inlayer V1ef

of th

4

snyg Flgares 2

10,

s amenor of the central parts of the PO (sae

Wu abu vhoerved

sl tuseocm and ocker pleomorphic neanims inchading a

PO (Flgures 11 320, 05 dessribad &

hurss centrad pan
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trarettion s bayer V1 to evidosce thar dondkitic sad spevs  odls are dsovm in Sepplementary Figures (-3 Thes amccas
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Useng the Galg reaults, wr performaad the 1D o
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Features in the baman PO (Fgares -8}, Thechamactersticaspect  bave 2 simiae cel) bedy shape. bt shosr some Gifesenoes n th



MGURE TNy

borate xeln

= L
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2wl w
hewt roas
ARI®
Ty

erdni :-u.L)nq:ynl.nnlignm;| 83 That w, altheagh they

herwe two madn i tod ol sscend g and
w

A vinsy

smarwe, thendr tten varsad it raanbe

scenchang shatts with

aul wpecialihe

codlateral bropches (Figuee & for conparion). Spéadie-shaped

swursns < have fowr collserad dendrine branchies with an
chlgue ocicnsation (Figures 5. & or dsplay mare poofuse
nmificsioa in both aceading and Sacendeyg daudntn and
collaseral branches with Naher radal caendon (Figure 71
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Spindle nourcess in the human precunecs
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Morphemetrk data wery obeained 10 exemplify the prosem
thwredicas (Figure 8. 1 b sl weeth soting that the spindle.
shaped eurens shown in Figeres 5-7 requiead =, 142 s0d
31 sariad 2 e (05 jam cach) for thar 31 ncondruchion,
respectively (Supplenemtany Figuees 1-3) That i thew neisoas
can display @ 30 dendiitic extonsen restentead 1 (he same
vertkal asly whess the cell Body ks or cam also sshibie cbliquely
wriemiod Seadntic branddes with o higher extenidon towesd the
sarwunding volume, For exaaple. the spindle<haped neuron
showt i Fgure & has moee deanches along the zasts {and
thendure noaded meer = sacke foc ity imeging), whedh =
chserved ot ditferent roteoon angles after 3D secoastrection
(Supplenatary igure 2).

Ixadrick sploes showed & vaelery of shapes and s
intermungled in the wme dendntic sagmente (Figunes Sel, 6bd,
) Spme types nanged from small o large (Figares $al )
e th eboby, wide, thin mushroso:, rassfinl, tnccilioed specis
o moee cemphex shapes with ditferost aeck thicknes andlec
ondtiphe bealbyous ractures {Figeses Sel. 72 rightl

Mushmem spine showed hasds with 3 budbous o a
perturmal-ike agpect [Figure Sel, l#fik. Spine with trassiseal
o mypical mpocts showed diverse shapes  (Figures She,
QM. Amey thers there & @ doable sprine wub & peck
and a bals Ballosred by & second neck giving rise (o another
endng alb (Fgure 5¢ k& mage, "¢ In e right sde of the
sendeiw). Meomuuphic spines were fisad Eus prosuiml
dhetal sacendmg and doncenibing dendr o, showing 3 spane
toderate denaiy Wmied more distal segineens |Fgures 5-7).
Spioes oecwrned stther notated or groupad (Fageres She, Th2)
inthe maln and coluteral dendiinic deanchics (Figures She, 6he,
h-dyl. Spirules were dve uloervad in dhflerent spine type
[Figwres Sel A1 Thed).

Thave were seeue acdtiona £ for the spindle-sbaped
pewoed i layer Voand s the tramsition to byer VT i the
Tuman PC We hive also observad a spadie shapal neunn
{longredinal fength and bagher dameter of 37 2nd 19 pm,
respedively] with airegghe Sosdrinic Branches devind ol main
ramificatiors m both asoending amd descending braaches and
with & mufes e desity of weall spivies (Figuee 91 sl anodher
spinde-sdaped mennm Cengtudinsl begth and hegher dasmater
of 23 and 19 i, sopectivey) with o ddicne won energing
from the odl body, done tn the desconding permary dendrite,
ated witks few spiees ooy the doadriic shalts (Figure 10} The
wson in O lenier el cinatges from ¢ sbut hillods, is drecicd 0
the Inoer conical boper, s & tny spectand tow ramifcations st
appronesae Hight sudes (Figeee 10).

Lastly, Gelgi-tmpesgnated calls weh vared coll tody shapes
oo e e poymorghke lyer VIoof the human PO
{Hpwros LIAK) Seme foeifoem colle are smaler than layer V'
spindoshuped scurous (Cungpere the scale bar bn Fgure 11
and in Pigures 5-7) For example, the celi boady of two small
fiedfomm reusons, measured altes the cebidar 200 reconsruction,
Peod 38 anad 20 jum fur the boagitudeal lingth sl & and % um
for the higher dlameter (Figures LIAR, respestively] These
newves alo show Two vertically arcoted prissary dendrite
iwing ffom oppodte sometc pokes, Sat very shoct dendedtic
Deanches with a restrac) edtensbon in the aruropd (Rgure 1A}

+

MGURE § | 48] Meoeseurgat s vorpmmtioe of 3 Doy sryrey whed
NN Oy ) PO Ny W 0 LT N 10 e VN 0 P i
Pl ot (O RN P LT I Dositky 9 TRe rrsioiat of S0 iy
SO Wi A V) g ) O e xmecnty (B v el
rge peorrkucee of S srre oot o A (owl sufecn et gl Rcde
W o b bty g 0 T S Py i W) ) R A g (Y
008 W o DYl g (O LY G ro QU] W g T
Pt vin A c OO £ ddy OF Fea ey Lieed P win
sthswret of st el vt Pretootcn 031 Adcte Syt bee,
e L T e ¥ e N e )

My S v e

Sorse f the thin collatcral Beanches sudiate v varous enges
and show un obligae 10 hordecatad pecjection (Figure 118)
Onher fusifunn el displeys oo main primary deodntic shalis
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MIGURE 10| 4A) Mook comgeatus of o Gk sy
SIS R0a0 heurn ey Sy Vn e Fnamon o b W i e hores
(i Kol m{r\ &, lu-u-m L ] -lh' CALEE L

wmnwal-mmn.ﬂ.‘-ﬁ--num Pacea
e o Doy g T mein
mmml;m.nnrmndauwm-mﬂ
ol araging Yo feoaara coes W fw deoancing cnd e and vl g
-mmmmmﬂw.nuu_

o Fencing \ VAT B R o orend
mmmmcs”mawn Y. Urdesd St Conemmeiten
AR L el mseyt M e & mrarks Sok o Murs

Tt plso b wrzadl primary Beandhes that alier the depe nf
the cell body (Figare EIC acuron o &kl This liter cdl
ws cheerved %o 1 "modfal neuran” (MPN,
acconding 1o Beaak 190 Fgure 11C acrow bead) w this browr
hyyer. Tarerestiogly. an doogaied spindle- o md slupad nevron
(lorgrmfinal bength and Mghea diameter of 41 mad 16 um,
respectively) wis ound at the docper part of layer VI in the PC
{Figmre 123 Ths spiny cell bao two thick primsary dendries. The

one s thicker than the mcondong duft, gves fse to
twe secoadary beanches mth radsally ortented collaperals, and
& sepprient that appeses to b the oo hillodk The ascendieg
dendrive has o Songer atenson and same colbaerals thae radiate
to the afpacent newroptl There 2 third dendrith: beanch,
U ewer than the others, energieg (rom teodl body and Eisscad
to the sop of the section { Figare 12),

DISCUSSION
We deaceide e prosence and the meephobgcal feantes of

Nislstalned sd Golg mpogoaied sptadieshiged reumas
in the anterior and ceatsd seguns of the PC i e buman

PMC They were foud dose o pyramidal colls in the corveal
Layer V' and in the Crsetadoont Do phocessarphic e VI In the
I, thes spindle-shaped mourons aplay 4 vimilar ool body
shape sl two pritsey deedritic bschen with 3 kegeatingd
spatial antentation ss patative VENS dessribod in other boman
bk wreis (Nundudy 21 al 1995 Alan et ul. JNE 20 10;
Wataon of al, 2000, Faurdo st A, 2008 Colnes snd Saokey,
20015 Taghundi ¢ al, 2115E Noevertedess, the sourchemioal and
eramseriptonee shentity of these cells have 0 be detrmined 1o
establsh theke defmite chsitiomin. Here, we wll discune the
snrpholugy of VENs and cnbally compare our Golgi data with
those fooen odser amthors {Wason ot al, 2000, Raorac & ..
2019, 2021} as wel 2 with other approaches
h-wbanuﬂwuknﬂhunmm;mlhm-aﬂ
These PC layer V rpicaddd sscrmed few dendrtec
mnmmmmmaxmmm
o u ey samiliod wpedt with orlbaeral desdrites 21 Sfferent
anghe s exteraion sling the ndry L Lns ad cetion,
dadmmaruwhmmuno&lmfmnmumd
o dntal wy ghal apines o6 vaeiel
:bqiamddm.uudu&medmmmm
recrminuction. Thee roslks wondd adid to the cytoarchitectune
und to the symageic and infemation processing i the buman
I irtegrated in mudtunad sl rin nelovaet for the DMN and
general intelligence (g) (o the human bram, These fodings abo
wnderaeee the neal for aa in-degeh durncennben of thew
spinedle-abaped (ur petative VEN) in bathy bealthy indooduals
and in peusclogioal and prpchastnc conditions nvolving the PC
w the contest of the PN functioning, ss commesttod ddow.

Neurons Might Be Classified as Von
Economo Neurons by Concuiring
Techniques
There is an mporan! cussif decushin on whe cn be
comsidered 2 VEN tosed on marpholopal cribera (Nis)
and Gelgh technigues), afler wsing m s lybridiastion and
mmuwohntochemustty 30ayy for VENawocwied digmtive
expeesion of cebular purkens andior by erpliying s
muchens RINA soguencag to oboun tranaripeome datas 2l s
peedicr celhuler fuaceioml propertics. In u recent paper, Basivi
ol QL defoed “VENs o Galgh staining a5 & neuron with
e fudlosling e phodogiodd featurey: an dongated. side like ol
body gradually comtinuay o ik apucd and busal siem, 4
broshiliko basd stem arhocization and an ason orige disane
from the cell body” ic, al least 100 pus away foom the cell
rasclros Theso suthors dlsa recommended that “the identification
of vou Econemno’s specialiced Cells in o comtlal regions and
mon-prevates should So dane by demonseratng the dendriti and
asoesd s phobigy O by idestylng pecifi markets or et
combenannns that woeld eradle the dembfication of VENs
withow selylng solely oo merphobigy™ (Raaovee «1al, 2971)
Lot us conmmsnt on the Convent dats Shat inchale the coll by,
the deradritic and axondd morpbokogy vk the ideneication of
VEN narkers in cells from the laves Vol e Baman
ACC and 11, We will exchade sould fuiform or MI'Ns o byer
V1 fromm the proont dicusion. B, i iy impoetant to consider
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iy RIS 'haw 1] Lo TERIIN

73



L o frme e

Sernreie Tehawrwd Ferrmern n fra braman Paromsm

|lnl'l'qil:'ql-|'||n Iwhives perensa badmlegon 01 e b

FGLUAC 11 DL T e made s T P PR 6T :r-luhhﬂﬂmngluu.uatu'u e vl i of Gedg-Srgngnusiel s aws arda
mit =

Wi i | D Sha Doy, B0 e R g, A ORI (Wirnan Circhere Wi mmrniwmwmh- I B, i Clee, i) DUl
il RIS B TGN AT PG e bt nore el s ey Dramches thor e e ahage 5l e ool hiny Theamow posiss 0 3
reecibed pyoreial reemn” in gray g i Becal 1T ol e scnde. Bar o i g e comroee = o S ol poomentard e e 'y miodie-sreead
TEiFr i e e e Figeees 3= AT O eE T E PER A R e Ch Diciols Semisire e . DEoeed Sl

e, o e e o Hedehe

thar von Econemo aml Kodimes emifisl “VENS" b homsas
iming Thet Niml slaining fus Fygeses 4 and 5 kn Hanevs o ol
025 ), Thet i 1w e ol beed & shapee, [ rel st s compaand
i sl culls, el e dnjacl of Tws Ara sy dendili
of these pavirans located in the bper Vo resirictod bra aroas
Tl Bl o the DS=eheatiog of "VERE 8 VEML™ The “slick-
ax orecks d cull besly s cleardy distirgmahatle from
ety piradle-ahapod ool S throgho the oo sl cores™
[Pemuvae af sl 211 This wdl bady shape dmonibed by van
Ex oo e il B oo resenbbes che dnngated soms of teaeons

previoas |y drosm by Eamoe y Calal (Figare | from Danereapal,
2020 Huwcreer, i in alss posiilib 16 obasvd @ cerain vasiabilay
i the el sy shape of YES: dnwn by Bamon ¢ Caal,
icluding o lkely sl s [capre Ui ool lode shajs
aredl the dhescuniding depdrbes originating an vvidsar moon in the
Eauir VENS sariond i ol D Figuie ) [esn Baoias ofadl
2024; daks frem kb FI off s -menth-cld husea gell Aflemeard,
Filrachireky o al. [ 15995 descrited Mssi-swined ipindk aonons
& the deper Wh of the bunms ACC with ® s bl deod e thah
wien i beast s thick o ity apical demdrive., © Thes: “splade

T Ee L L LR Tk T P S T

gaaiEy B |dRe 10] S TEELN

74



B e L e B

Sowrie. Weapwt Pinenen 1 e boeman Pecewn

FIOURE 12| () Frenore g i #) componiiod 113 S oy

w--

L] SOO0 TR Dy W10 O T LR U 00

moon 5L mm possstr o4 rmeotrd of e arotor aorrneund

e o

Convnw b BN | ence L b, Wi S s 5ok« 85 pen
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of Pty Lrewed Hargrhont it et s of sostrmt raoiowrt) Frod dop G55 docte Spntem, e, Ut Skctent

¥ 351 Dvzchrmrnerd rrege recoratracion of e e

neweien were seadily disticgebhable from pyeareidal pousoss
and exhibeted 3 variety of marphalogies. Same weer very slender
and chengare. with apical aid tusal dendeites pauly as thick s
Ahe s 3t its widest peunt, Ckbwers weee shorter, meare siout,
and wally curvel. Ovcuionally, beom were eoountened
with 3 bifd hasal dendrite or o thind megor dendrie snergicg  odl
from the sem, b sbdeion, lipofiscin depodts were commoman
and were occinwaaly o largs tat they doteetnd tie sape of
an othmwiwe very shruler neaves . The signtfeance of this
welbilar varaliibny o sl clear, bat & st be felaged W the
ertoarchibectooss varkNley n thin seglon ™ fsov addieml
examphs in Rguse 4D fom facutl Dowomdes et al. 20000
Whike msaintaining the partioulir ehingated semathc spo
dnd o wesin peimery dendriles & opposife somatic pals,

sowee variabiliy for the 2od and spindle shapes of The ol dody
of pueative VENs in cectical laver V could bo cherrved ueng
wddinioned tochliues in e sinphs (g for Sassciplonic
celated dats, wee Pgure 1o right immpe, and Higores 2hoand
Z(lnllnﬁd?ni.mxaFguthMud-Abﬁldk

v)wr of meumns exproseg speafic geoes v
e Pgeres 40" aad € in Yang o al, 2019 for the Afferynt
Enmusoctochesial Menings of VENS, induding ol Sody
shape and primary dendrites. see Figure 3 im Alkvan «f al, 2005,
the cell bodly varidiiliy in Figures 108 and LIS in Allun o
2010% the somsatic shape and primary domdntes n Pigrevs 3D and
IF w wedl & te pmmunshisiochs msley suges = Fguee 4D
and 4T In Dikocre o &1, 2014, and, the Immuoosaiing patiern
shown it Hgures 2A ad 2B io Scenpsan of &, 2001). Human
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PC neueons are also esamples of sommw d cdlls in
the hsmizn briss i Figune 3A (Corves Jasmoe o ol 20004, and
thes well body teapee direcied further sty of the ACT VEN
done i Figarne 3B-D and Fyguns -8 w0 this npeet Alw
worth poting are the <ol hody shape af & NeaNiSMI-32 deubiie-
ismunslabsial VEN shows &t Figure 1B b Banove of o
13519), the ool body shoges o presumed VENs afier 1n wm
RN bybeidization Gand high el ) of FEZF in
the FI layer ¥ (Figare 4B o Cutaon and Secky. 20151 and the
fact that, wing Gogg- Uex sectioon 1o kxatify VENS in the deep
part of bayer V and the upper part of layer VI m the buman
ACL, “mest VENS hod 4 mece spinde-shapod cell bedy, amd the
point of derssrcatuon betwern the sooma and the chess wax moce
appaent” (Ranovas of al , 219)

These hrdings would accompesyy the datinction made when
chvssifying VENS, Mpolae ovodd and hombotd-shaped o0l bodies
(e if car cooiders the verioe rewills ke pueatire VENs in
seeucal oyer V) the Memtfication of heman VEN with a2 ol
body shape with soate variabiliy between stick.like o rod and
spindeshape, for cxample. There is sl smecstmiasity between
the ook bady dape fined a5 the mecpiohgal punrdes In
this cane) of o baper V' "VENT inchaled in the arggial sy
of wo Eopeno and Koskiees (shown m the bomam ket of
Figeee 4 ks Banroc o1 al. 2021 ) and the "bpalsr” nenmm {nom
conshlicred & “VENT] shown In Figase 104 (ftmosl peusce)
froen Bapurac ot ol (2019), A Sacunpa cudd be done
o0 VENS shapey and muackers m the mucaqes monkey leg. we
Fgawes 24 aod D-Guand Figures SLE FLand ¥ in Evrod erul,
SULLL Mumeawer, the XD pecsmstrus tion 15 3 wsefsl precadure that
an peovidie corplementary &ata 10 2D linages, When obderved
a1 different rotation anghe, the cdl tody shape of the aame 313
reconstrudted Golgl impeegnated VEN con shows a spindeshape
o 3 alender mpect (for oasple, we the thoe Sapplementary
Fguees in 3D anistation in Coreen Jasor o2 al, 2007 and the
prevent Supplementary Bgures 1-3)

Von Ecenoown newroms, ok odle and o sutvat of prramadal
<elli are panvcripicetically senilar 00 0se sother in the Buman
F1 1 odyr ot al, X000, and layer V VENS expross some marhen
thaat an abio be fosed in fodk <l and lurge prramidal peusoss
o the bumsen ACC or FI {ARman e ol 2000 Somgoamn o al,
055 Didksirs et al. 2018 A within cdl das phesorypic
vrshdey may ocour for VENs siner net all of them ace
inemunelabsial by the sare weber o the sne tiaie in the
Fl Mper V {sec Fguse 11D la Al 1 ul, 2018; Cubos snd
Sedber 20001 These dats weold question bow liver V VENS are s
otptidogicd Eversiliuon of an evolituanily cosserved coll
type, 2 momphological medification of paramidsd newroas (as o
sginde trarslonned el or sepresett d ceglonaly Astlnctiee aad
selectivelly erobead echaltnod cel type i the human cerebeal
ceetex (Allinah ef o, 2005 Cados and Sedey, 2005 Baninae
o, Y, 2 Yang et al, 2019 Hodge ot al, 20000

Natably, thick-tufied byer ¥ pyramidal neurens aee o
Ieterogenios s of celly, dul see moghuogally Sfowent
froem their neighbaring VENS (Waceon o al 2606; comspare with
Namawnany and Mokoss, 2015 Cod N and Sprusie

odl-type diverstty (n FRAIN Infivesy Gl Conses Narwork
CHROCNY 200 VENS cnerge mainly afler derth, cnceesse in
vumber untl age 4 years (Albwan @ ol 2005, and can e
sareceptilihe toalienatisens i dome nenropsWChintri disrdors (24
descobed bulos]. Comparad s prosoudsl nearons & et
tasscripionss prolle sudy sentified 334 genss with VEN-
asseciannl oxpeestion i the dumam ACC, Istuding 215 higher
and 1219 Jower expeeision pens, scene for mieplageness,
dendre brasching and wxon mydination or for
and psychiatric daceders in hamans (Yag o ol 20198 Homan
ALC VENS hawe our lower expresion gene (HPCA HICALL,
RALGDS, and NUBPZ) thet directly Interac with KHOA, an
nportant ngalatur of dondrite meephogenems (Yaog o o,
2019y Accordingly, “the sldthlplnul MMon might
bave rovdtal Goa & !
unngcsﬂm:nlwmmwmm&w »mody
mwm-mbmnummum
aeud the lary and tertury
mmnf ('rmg « al. 2059 and selerences numl ) lbue
cells, he MEFIC high expreaicn is ali expoctad s
the dendty of dendeitic -phs. wherets many myellnathon.
relatil pees (aich a3 MEP and PLPI) sdueved VEN incresasd
expoesson [Yang =t al. 2019 This Mater would made dficut
the relable Wentifestion of the VEN avun anil to frace s
pathway and pumdicatnn afier mpelnization wing the Golgl
ko d specially in surples obtsiaad foe addin Some of thew
progeesed tmplications for sdective gene exprosman ane wpported
b the meephindogical dats ebtained we dendntes dad spines of
putanve VENs campased to prrassidal pewrons, i the baman
ALT reporiad by Witson et ul 12006,

As vexurns for the odl oy shape, VENs windd abo daplay
Beterogenciy bn the derdritic aschitectare. Rusenn et al (2014)
peopoad the doasica of VEN« m two groups hawed om peak
votal denditic Jeeguh, e, seonall VNS with | 500-2500 jiest. and
lerge VENS with S00-600) o Conren lanine o ol (2029)
suggoied a contiaines of seanching patiema Thenfore, i would
Le imeresting 10 Consider bowy desdrinss and apines can alter
therr shuape, even withen the same chas of neurea, doe to regoa-
specibic speciddirations snd sccording to e bl peixcusing
of e synaptke demaod frem diffirert oewrdl amaty. Fur
cxample, there s dow vatagons I the anching panern
of hasd derndrites the bl a0l #snal apxad mofication
with & mft spect ¥ pyvamided wernin s baod in e
supedicial or Gecper parts o the Iy Vo e cal Goatad
comen (Monbiima sl Baovaguabis, 2006), Human pyreesidal
cxursis dso show 4 heterogasily in dendatic morpliodogy
with Saur diffrent mam apacal beanching patterrs in the
Bippecampal CAl ares (Henavides Moo of o, 20200, The
ason in these cdls o emage erther from the wemas (8%
of e cusa) oo froes the initid poctice of @ basal deadrie
(4% of the cases Bmaridee Hocdooe it al 12U Theoefocr,
% would be plassitle that o cemain degree of plaaticity and
Boterogeneiy weuld din ocoe fur VENS in apecific anen,
wcluding the morphetogical features of thatr cofl body shapo
(as sentiored above), dondritic brasching, and spiee (eaturss in

J00W Fase- Bl er o, 20208 s0e sbae conniments en the | kely
coexpience of discrete and costluoes Velalions that andalic

the baman hrwin, The 5D recoastrction of Gotgg mpoegrated
VENS loceied ks the layer Voof the Bumnan ACC indicns o
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candlemion of dendeltie and wpme beverogeneity, rangiog from
ok ramifad do munre Beaached o, dse induding he prosence
and densdey of phomarphic dendeic splmes (Corme finier
€1 al, J0X0) As stavrtioed in Cudos sed Seeley 1 2015) "Baman
VENs may be s heteosgonons popelsion compeidng peopssinn
neveies with Jivese togets incluloy tie contralaterd cone”
Thes are pessibbites char deserve Rarther devebepment aad
gz pretation with the awslabke data (Wit
o Al DV Dhamovao ot al, XS 300 L Comes-lanme o al,
200,

1zt wa coasider again the fact that the odl Body shape and
the espect of the primary dendrites served o Mentify patative
VEN« i the layer V' of ACC and 71 sxing dffevent hatalogcal,
newrochembcal and transripesmis marken, altheagh these s not
2 mngle specic marker for these cells curently. Watsen ot ol
(006) veed the chamacterits coll body shape m ome criteria
Tor the iennfication of Soyer V homaan VENS, a6 fodlows: “The

for clasfyinga a1 a VEN s an elongatad, lange

s In bayer 5 of the F1 or ACC, a proaninent bosd dendrite, and
syezmetrical morpholbogy akag de harcantal and vertical 23
of the cell .. We hanther coastruned the categorny to inchude only
thoss nevroas that had no sddtmel demlntes oc hesnchiog fora
hak . uxnas Sstance along the dsged of the peocinal desdriies”
Even with this induaien criteriz, # wunld be tist suurons in the
heyer Vool the ACC shoran I Wation e o (2006 of In {nes
Jimise ot ol (2000) are mot dimtical o the MPN in the layer Vof
the profrossal cortex Oboren 1n Bgoee S right ade. from Banos
£t al, M21) The peeron sbevin ke Banovic < ol (X205 s a
winde-stuped ol wih twe asaanding sad deworsding dendnto
dewend of any memitcaton deag thek lorg course, whesess the
spindeshaped swsrem m Figure 4 from Cormes lomee ot d
(2020 displays & sparse rasibeation and s visible on Mok
arsing from the cel body, nr uesple. On the other hand, coe
spindie shaped seveon in the FU [Figure 9) his bots dendrites
WiTh o st course and o somce radial arborsaion, apperently
more ressicted tham the neumn shown as 3 VEN in the ACT
Ty Warsa o1 al. (2005; shown in Figere 4B}, This FC neuron
woubd reverridhe the demdritic Seatores of the neumn casafind aca
peetoontnd MEN W T e al {2021 shows in Figuee 3, rgln
sdel. Let o aleo remember that VEN have Sem consdiered 5
salscliss of MPNs [Barovag et al 2009

The descrption of the tuft aspect of the descending dendritic
Dreannchees, Froe whese the avom is vdserrad (Banove o ol 200%

200 o an bepertunt maphdogicl fature cnidenal s e
orginal Galgl stody of VENS, and the effons 4o bk foe those
pedili <dis in the hunan braln are bprosive {Buoec < dl,
Ail1 ) Novwithatanding, sdditiomal tmages for the dpscending
derliines in putetive VENS lure beces tepurtod Foe etumple,
an dengated rod-shaped nenron, clasabied as YEN and labeled
welh an antibody 1o Vesepressn 1 receptor in e ACC of
an adolt oeale human, displired 3 main desonding dendrine
wath a0 tek e brwdh-like hranches (visbly aleng approximatedy
H% i m Fgues 3a s Allose o ol 2051 The s was
fosnd for tvo layer V eod hapad and spindle-shaped VENS i
the Flof & hustser made altex inmunncytnduomicdl daming foe
INSCH ) (hawing & sirakght dacending dondnte visitle slorg
appeoccinately 100 o in the et newmo in the Figure 1B from

Allan o ad, 2009y aad for « rod shaped mewroe walned for
enuramokn B (with & wnaight dewveling dondrne visitle doayg
apprestmandy 125 pwm In Figere 10C In Alboas ol 2000,
Hlodge o2 al (20230) providas] the tramsonglom ovidence
VENG o regieaally spedalived axtrackmcephaic-projaing
xRy noenrs and inchalal o Bucytin fillad pulitive layer
VVEN fromm the 1o an adult Muman (n tr cepor. This s O
few dectrophysivioghod singk: neunn pasch Shg recontiog Gor
buman putative VENS, whiose dota were odained from ox o
pert-oumec [uks tisede beali slices (roan 2 dngle baman donee,
Thoe sthon docrbal vome datinctive mirimic memboow
properties e purative VENs relaave o pelghtuneg prrasidal
wxureas The locad patative VEN 3ad "the expected bege spindle.
shapat morpludogy with farge caliber bpolar dendnres thet
extendad irto layer & (docmding sunk) = wdl o bowasd
the plal eurface lato upper hayer 3 Jascending srunk). Dendrith:
bum.m\mydmyh St with mitsbiv sheel and wpy
d b the soma. The asan
oou)l-x kmﬂrdmnp‘ut«lﬁnmaﬂe finer deadrizes”
(dwven . Figure 5C & Hodge o o, 2000) Consdening the
tikeifioed of monshologlal lmemgmdlyvmhhumdn
of {eg., = in py | e, Casnnhs Land
Sprustod, 119, Reasuy Mes-Picclore @ o 20X Raoss Blbhoetd.,
2020, e woukd be plusdids b comider that the Sacrplion of
siwae orphedogical varabiity or the dendetles of VENS weukd
oot be confictmg rather, they woald be v o the

original descoiprnms of these oells The insegration of mudtiphs
chm.mm. reach & cotsenis b ths Add
(oo or e, U2 1),

There e fow data oo the weadd moepbalogy of buman
VENs (b see relevaost figupes in Haneves ot o, 200Y, 2611,
The adipted Golgi wethod sed bese fie hissat pastmivton
bexin {Dall'Oglio et ol 2010, 200% Vioapeex ot al, 2014; (Lasia-
Filher 1 L, 23215 does nat aheays pevvide the identiication of
the waim 06 Grace ils ovigin and ranificaion, which was ebo
oemtaned in Cornea-fonioe & ol (Q000). We described the
dilfise anoual pattern (which woubd isply that the odseryed
Bhers would b nor mipelrmied) i the neuropd of the buman
sedial muckews, and idestifed the anoe hilkxk
onerging fooer the cell body or o close promary dendriw
soene bocal Cdls wiing chis same Golg sechmigue (DUl 0o
ol B0 Howeves the ssprect of the 2x0n s 2 bnation in
d:.r ettt atualy, Tnn oy samples (Fignres £-7, we wete ot

st L0 et rmmine thal & sopgesestt Mk varisd tperig aspect
woukd be an axon arking frem & disgal Sondrite withoot hovag
additiouad sorpliodogical evidionce Jee the axonal Batieter, anghe
of ramsthcation and caliher after branching (as shaaen by Raman
y Cadal in Figure 1 from Baavae o wl. 2021) of having otlier
aippoming data feom immeunobbelad componmts of the gxonal
Cyiubeleton, anteregrade or reograde tnedag weracclular dye,
and'er dectrophysnlegion recerdings.

On the ether band, there vs a o mercn (n the
IC with an wxon hilik arsing Goen 130 cdl body |Rgare 10).
This wsold chisracterion it a6 & MPN acooading 10 Doravic o sl
(21, I & vy mpontant 0o determine 3 all VENS s the
e BT and ACC o, then, for sll VENs 1o by corsidered trie
“VENs"inether arcio of the humuan (erclieal coutey) mest luve an
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axon ansiog Soes & brush-be Saml soom arborzation (Banwas
o sl DY 2020 Mow hestological, sermunecytechenscal
oo hybodiestion, sioghe nuckus INA sqwecing, sod
ehnctropleyai abots will huve o be secomsidennd aconling
10 these wesatts and checkod for these specific basd dordritic and
asond dumdenstics. Acrativdy, therr might be 4 groving
bady of evdence m the hierere that weald Indicss that
Lever V ostick-Ehe, 1o sl or spindle-shapad newnms e kel
;h«m'n-ud VENs thal, indepenidendy of the determinason
of the skt uycntormdrdmmm daanching pattern. hove
han £ aalwad celle with hunctscemal
Inplmu« and ehocemakths 1 varius neuropathelogical
cenditicas [see Figure 2 in Sexley, 2004 the mecphddogical sapect
of the voma sesd peocciosd dvadrites of VENS I Figure 7 from
Haghaots o al. 2005 Fapase 24 and dats = baoot Densamis

To advaace chis Aokl Fonti-sey mamcripiomes & mothod
nelying oo saquendng wmtic RNA of sdogle paids chirg-
ceconded mouroms woskl belp to identify ¥ neoon types
peevioly cveadived domogonuus wooll he set inte dslext
atheypos (Fuaalh o ol 210, e o descoption on the ditfioulites
eelatal w0 the dectreplipdologicdl stody of lumsan VENs
W Hhslge w2000, SagHy mukiplexa). hegh-neadation
Lesion-wide <ell nype sgprgy, and bhigh-teeaghpul spatiady
reselved transeriplomics appeoectios weuld peovide data 1o
mregrate divided <l type varlablity and  connecaeity-
mapping information i peabc brem ance (Cow o 4
2025% These complenentary espermentdl appeoaches can
comtrbute with rebevant datz weand 3 anfiad, comsenud
oeursoal ann basd o a4 RNgh-theoughput sngle
ol 1 . budding = peobubditc

ook, 00 arnd Tabbe 2 fooem Barvoves of 3l 2021)

The morphelogical dacrpum pmlhl tq B-ulu L8
12019, 20 1) for VEN 1 an my t prece for iy e
<elb. From other mwmhm-meqmﬂe n
1od-shaped ool bady sc in theapeat of the descending dendrite
of the ool Mdentifed a5 VENG were dio obgaied ind'or e
expectod to ocous In this rogand. the celhdar components of the
bayer ¥ <€ the FC repees=t an ntesesting area open 10 funber
nazrch in the hmsan bean Hew spiadleshoged  nouses
MAghe repeesced 4 spacinim Chat ranges from o
of two sraight dendrtten and ree ramifcatica (Figure %)
or with an axon arwing frem tw el bedy (Higere 10) 10
o moee profuse dendeiric smcanon. wits weiows colanenl
tranches aaid & madial extenvion, and ne voibie acm Mllock
16 the cdl body (Figures & 7). There are sane bypotheies
1o be consdered. Thew two formeer arlls woskd resvarble the
descrgtion of MPNs (Ranivac e al, 21210, the otfsers winld
be a wbtype of VENs It would be abo posabie that VEN>
vould show hetesogenesty in their deadeen features, inchdisg
Sinpls” fonms observed in the ACC (Waton o ol 2006]
sl mad bege VENS in barmis of tota] derednts bergth (Manovas
o1 al. 2190 The possebiiny that spenilic-sbaped sourens Can
be VEN® b5 comshent with (he vwsdization of this. ool body
tpe by Raswdn y Cajul i the A The kot and wpect
of thw desomnding dendrives uf igatiee VENS wondd alow
e hewerogeneity, o observad b rodoshiaped nousces with
# draight descending dendribe tmmmabibeded with sabodn
o vasopressn 1 cecepioe DISC-L and for pewimsedin B
[Alksues o1 al, 2005 2010} afes patch damnp reconding aad
intrscellobae dye Inpection of 3 patative VEN with o lirge
spindosaped som and with o0 Sexenday dendiilic 10
(Hadge o ol X00) and | rof-shaped neumoms with » heush-
ke baosdl stem arburizalion and e awa origan Jdisuot liou
the cell Body (Mamervac ot al, 2098, HE21L It posshle that
net 4l spiadieshasad ool body celbs be defiosd & VENS
{Beaovae o 3l 20200 Bt putative VENs = loper ¥V wreld
be pindeshaped, edshapad stk or codkscrew ovls with
ol ipecializatioos as ebaervad with (ecurnng tochabipas
and aeurochemical ehamphesobgcol, e poomia sad
neseputhobgicel antesiscis (Allnsn = &, 2005, 200
Raghont) of o, J05% Yooy of al. J01% Fladge et ol 2000
Jeve-Dhencymmbies et al, 20041),

Mnmu(Yuw o al m))dmndb-ctqmi neurns as VENs
Coe not) wy difesent besds arews sad testing le intes- and iner-
mﬂyw&pﬁmmn-u‘ﬂﬁm“ﬁmllp
lm:ommtr he extstence of ol states. spatial gradients
TP  sad of diffivences and similorition
hmq«bmum;mwwabm
and categoncal penpective on ilefming cell ypen Premustundy
adopting 1 hflexible &finition of rypes will obscure the
sguihicance of cbeerved phenctypuc varuability sod #x biclogical
ntespretann. " while might exista ™ core sl mtenme dete
oels ar the Sacription of & cell iype an a conlinnoas trajecioey in
transcnplomee spuce” (Y st ot al, 2001,

It will be dse crooul to determine I VENS anerge by
differemistnn ol w pror well withen o cortical baver ur megraw
abug the Yowrd gpocitic paets of the cerdiral
wranttle (Allmar et o, 200%), We will hare to deteemine if VENs
i oaly b cowtical layer VU so it is mteresting to question
wisether the apindle- ti rod-shaped reseon cbeervad in the sner
bayer VI of the PC | Fgure 12) weukd sese tnble the shage of & liyer
¥V VEN or regr ehenns ssniher solecola Iy different novsomal rype

m this pobymeepibec Layer,

Morphological Implications for
Spindle-Shaped Neurons (or Putative

Von Economo Neurons) in the Human
Precuneus

Curresuly, there is 2o huumsn oo munikey seuron saorp belogicaly
dasagied as VENs inthe FC lager V availabie ac the o pen database
“NewoMopho Org” (verdon 4105 redosed 0211022,
wlent: 150303 pources), where 70 recomincid sourcns
are kbeled a5 prramadal ones in the layer (L of Deedmann
pusictal area T of the dicsis woakey, and I reconzucisd
oeurens 1 the layer Ul of leedmann panetal ana 72 of the
Luboon and vervel meakeys (eignal refsences evallabic
a hitpu netmomes pho org/K eprvord Heslt fpfoount«Jé
keyword s RI2% L XTa %22 and herp i meusemigpha erg!
Keywondilesul jop? cout= 14 & heywind o= 20 lrodesann 8 200
FRHTNZY) Todeed, the cdlular compladry. cho  nherore
Gifficedies, sl e tochaical Eritatons fur sudyiy e
buman paassertom beain Bssie weee reporied provieudy (o g,
DUl Chdin o= al, 201% Rebesgor e al, 2008 Yisques et al, MK
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and ootrences theran; see dlvo the effear of the embeddiog
malium and ke shrigkie in e VENG sperelshaped sl
corhacrow aspest of primary dendrives i Dancvas of ol 2019
Th emapsce 1€ VENS §s a0l sl 1o i releive
beuln slee ox « of the mdied species (Ml
o al, 2010} These b w pouebiliy et VMM might be
soociood with the machalcal Salimge soccuead wilh
l-gu.gmmpdklmhdnn.mmm-mmq
sdapeations (facob o wl, ML Hanan VENs with sparse
derdnte tees and Aymumarc wcending and dumdtng
s shualts were
o lper V' pyramidal -:-m. ety m:rmr; few umm
wthia indudual minicslume (or 3 apd coctical radial
sigl transolsson |\'c'mu o o, 290}) Cierendly, VENs
waib particulae ch dendeitic
gromeery wﬁmmanhpnol’a-nnmm
m-bm u‘yp-nhal.\'m Wit moee Bearced
drites (Hanewsc ot o, 2008
Coeres-lanioe’ o ., xm; can hove adddonal tophsyical
peoperties with 1 higher neface for yynaptc proccany ol
[um.ltr -»Mudhy;kmqﬁk spines. Together wkh the

VENY & {Hedge s al,
29, the -aem dcmnu nﬁ« mnight proude funber
rosibiitien foe the ¥ repert

olclbarmoﬂnktmnma Wllmodh.dunxd yor
other nesrun types {Ouicdey ot al, 2001; Wen = al, 200%;
Spruvtems ot al, 201X Beund ot al, 2004 Byad ot al, 203
Molenhagen wd Lehke. 20163
Van Ecoponn seurens expross dogamme 03 and 11
receptons, sesotonin.1b and —Ibh receptons [Wines MW
GABA reaptor wdune 9, adbenoeecephn a-1A (bt
ef bl 201E) scuveting tramscrption facse 3 of the CXER
rotem famaly, imerbukind reccpoce, and nescomalin B
Witk o posshle codnection of Interocepeion/viscerd stans
ud schd wwarencss (Alhoen ef all MK Stnparn o al,
Jork Raghani o & 2005 The dirdiotion of transautier
socplons i meee wuparfod o deeper comicd Tyens in the
haman BC 1"7A of the sopernr panetal lobude”) suggess that
wl drscendiag dendeiies from layer Vocells mwy
e modiiaond By defecem evatsecy s sobubeocy wrmaptic
inpuns (Pamens Gélagdiey wad Zlles 20091 Tt errmalos 10
be deterrmned whether VENs have dendeitic domatns with
ereat Getegrative, lcar and nondiosar propenies. aml
specilic neurochenscally moduated (king patiern as well o if
VENs howe heteregoomous marph dogical and fonctionsd Sostures
relatod 20 their Intracortical orextratelenccphiic projectiias.
Furdermare, the presace, dntricution. mumber, smo, and
supe of dendilic spines Do proximal w0 dbtal dendeitic
sgmmts in the PC spindie-chaped newrons need to be taken
e wccount and cenprarad 10 uiher VENS fuacticasl propestics
and dhectropbyuntogy in the fomere. Acwvity-drieen changes in
dendritie sphes cm occmr I o regioacspeciiic manner amd
scceading 1o cach metwirk sanl menron specific synaptic demud,
by, and plasticky (Temavides Plockoae ot ol 2002; Chen
et al, 2001 Avays et ol 2004; Haveshi-Talagice & N 15, Kaai
o1al 2021, The spine free deadrick: pores s kapoctant for the
Mraptc inlegration (Kubote o ol 20100 Die sprscs Cam pirovide

addinonsd properies for the moduleioa of nearal cecenries
and balanciny e wulticsods]l sfurmation peoceseng. Spanes
with difesent furmns Gaclinding thos with coneobuted arncinre)
can &fler in Thar impact oo e fae tusad synapeh peocaing
by homing diffrant postsypaptc deredty composition. mmeber
wnd type of peolspuapeh soceplion, subcelhlis composonts and
ongantestion, destrical amd blockemical compartmersabaation,
dustiering pattesn, degeee of Cooporaivty Wtween adicent
epirs and the pesent deodrite, and supact on the neuronal
veltoge 0od eurpet frequency (Rodetar sl Konoentd, 2912,
Youkav of al, 2012; Yurte, J00X Stenwart ot al, Y Dall (gl
@ Al 200N Tormwesen asd Nagerl 2008 Berry and Nedivl,
2017 Lo s Zan, 2017; Nadahats sl Youds, 2008) Spundes,
m» lmdmrcqumrwcdnmnsmmm functiona
t and muintenance thet add 4o
anﬂpmtvwmmmmmolw
(Petmale of ol 2K 2021} Foe ecanple, NMDA activalion
can incrvase sptmule menber bogrh and contact with datal
presynageic dements {Zeccand et al, 2020), There ks a new arenue
foe rowsrch 1o evtablishs the fanciornal rel oflaver V apinde-
shapal neurcas wehin the leal cysoancbitecmes of FC, Induidag
the actreity of afscen) pyramalal and sther “nom-pyrassidal”
seureas and gia cells, in this sane and In the adacest coencal
Laypers where 1g and d iy dendrites sre prosent.

Possible Functional Implications for
Spindle-Shaped Neurons (or Putative
Von Economo Neurons) in the Precuneus
Within Integrated Brain Networks
The posdbelity of amtence of VENs i the huma 1C 18
wompeling Sanse dnterestiog poun deserve lulhu Ascssion.
Tha ix § hawve b o
waderstand and analyze complex secial internctins [Fremid,
20200 Amoeg the sesdtiple celubar Componcsts with an intfus i
connectreity and fooctonal setwoeks i the human cerebral
cortes {see further discussion in voo den Hleues] oo ol 2005,
e bape-scale arones have bem studied for ther roles In
vestieg stuge. anention sexl takorelated wCtivity or Copaitive
factnms (g ot ol 2015 Deromg @nl Koergs 200% Fodim
k. 00: Bl el Wikisherw, 20233 High sigal cohirenie
within these networks makey the sb-cmmponests funcinnaly
crupled abosgs vasiod timeftantes [Ng o1 al, 2016 sed seferences
thexain], suck as i e DMN, wiach catnpeises the PC (Cavans
and Trsnbde. 20081 and the poatorioe cngulase corses. the madial
prefromal corlex, wnd the bikierd intrgresital cortexiungala
w1 the “slience netwerk™ (SN), mcuding the ilatera)
antenos salk and the doesd ACC, und, ln the "erecutive custrud
metwark” (BCNT sndding the “Sontapaneal netwoek™ (FPN)
Composed of bilacral mihlle Dewted gyel und
grriinfenor paretal bobe (Hidalgo lager ot ol 2021 and
references tharein), the ineraparieal sekons, aesd donsl prtronisl
cortes [Prak, 200 % Dens ey and Kienigs, 200} The PC wes abo
actudal in the BENSrontopeckend contrel systam for moment-
B rrpsneey] Baikn JIa s wod Whishaw, 20212

As o hub region of ty beman bran, the PMC compenents
v beess innplicanzd i s broad asray of copaitive and ernotional
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{Cavanns and Trimble, 2008 Caanna 2007) Yarg

o 6l NI Fhang o1 al, 2004} Muliimedal  sfcrsation
peocming b reflacied i the patterns of finational conaectiviy
of brsa agoos The PMC can 3¢ subdivded iato duden
exhibinng comnectiviry poadiles that are positively and negaively
corrcdaed with seeas of the DMN with o gradual transssun
for the PMCY Aunciicosl comectivity mn the doesdl-ventral
and anterne-poderioe Srections (Caale < ol 20000 Le the
dorsal-ammerion pants weey assockied v th regiens sabwrving the
contro] of atieatonal mechaniuns white duul-pumu«
ML, excompeasng sctione of Broadmas s 7 and 31, was
Mentitied a5 0 contitpent of & FPN related 1o visual-suathal
metion coatsed ((ads o al, J0M). On the other hand, the
ventral-anteese l'u(.«tmm«n (Hroadman arews 15, 32,
and 31) sl d wath o rk
mmthnlofmmh-ugmn DN, whibe the ceatml-posterior
P (avtidaing paete of Broadusn ares 7] daplaped lisks with
2 netvurk relabed o veual miarmatnn peocesig (Casbe o al
20091 Buplaing difislon rersor (moging and fiber
for the PMC, the donad-antersar PMC wan Inked upwit
SnsOnmetar ares wheraas the domal-pestaion portion wis
Tuearily tied bo Tegioas cagrged in viaual preceming (isag ot al.
0L Aaother Muu:um was detected betwesn the dnnd-

l and doexd ] PMC, with the f

oones, thw ACC and ssterior inaubs, as vl ss panetl seeas
such as the mtsaparictal ailous md IO (Jung and Haier, 2007;
Nieodun ot sl 212 Bastem et b, T00% Assern ot Wb 920;
Mumses sad Coloen, J0211 Ab s prfritd segora exhibi an
tzrigntng everbap with Those anes to whikh heman YENS 40
eeslictad, e scidesve of VENS in e parietsd partion of the
“process vartant netwark” ssociated with g has beeo predicred
(Bemua, 2021). The plausbiley of this predition W
the presert Sadiegs, i wederscored by the fact thar the PAC has
been shown 10 play ¢ rebe In w0 ITNSc cosaocovey actworks
(ICNs) kanowa ta sutobmtially ndate o g2 ssmedy, the central
execinive netweek (CEN) and the DMN (Couda of ol 210,
Utewaky of al., 2014; Duboie ot of., 2008 Uddin ot ol., X019). The
abtliny o0 actwate the CEN widle sfi chently deactivatiog the DMN
bas boen Sound to pradict hgher loveds of g and shiktan keown
o behighly saturated with g, such as working memory (Ao
o al, 2003 Basten o ol J00% Cigrrae, 3014; Khine o &,
2004 Shermuan vt 2004; Broton, 2008; DeServy & al, 2021).
This, the DMNY reevance for g may stem fooee the facr that
the inauffaient and keafficient atternation of this netwark oy
ltesfere wieh the muhl employnent of esternally oriented,
rask-selatedd -2 bk sked by the
BON {Amticsan ot dl, 2002 Bades ef A, 2008 Huplaid o0 .,
201%; B 200

nmmmummmmnaw
aren betwern deferent sincuitries an Eudicatal ?hh lli.ll!y
varked st of cortcal dnks (Zhwng o ol 2014)
10sr section &s mmmmmum-m
(Zrsag et al L 20040) Tabem together, those rovsdts sl emvacee the
PMUS rdevance Sor a maltitode of mteracting yer disockble
testn metworks rdevant for heger-beved cogeton, Notably,
the buenan PO has ae of the highest restirg metababke eilés
in the corbeal cotes and chborea wonoto, viesd,
und copitivelmsiiative mtormuanon {Masgules o ol 2006),
ako inclinfing sdf<esiered mental pmegery and conuiinsness
(Camanna, 2000) empathy and perpective-takmg (Zcbonad
1 al. 2000 working mz ey (alrered in coses of miM cogniive
impairment, MO Yobosaws ot &l JO20, epiod mesory
fetrievd (Curaning sed Trinkde. 2008) amd msacegaiton
peoceing (Ve o ol 200K

3ot condande with &5 bvolvanient in cogeltive funcaiods. the
hamtan PO don been found 1o play & ok m g (bt siricoaeslly
and fenctivesdly, see Menay o al, 2013; Tasten er al, 2003
Hilger o al, 1007 Teeody & 4, 2108). T astrect of
& which » bew conoeptuadoed o “a distillne cbiained from
sy diveoe Wilties” (encn, L9981 b segurdal s the single
best prodictar of scholastic and vosanomal achievernents s« well
s other socdly refevist cutcumes (Uottioden, 1957 Jenen,
18 ) Do o it assosation with nenrokegaal vanables (Femks
el 2002 Gigeae and Hates, 2017), ¢ has bocomne & majee
focus of frme wagation (Haker, 2016}, and the infkuential “Pariete-
Frantal lategrason Theony™ {Teng and Haler 2007) posits that
£ b oy selnted g tseketeearset setwork cougeiang o
choumuribed st of beain segions. Sevenil lines of evidence
apport the cxbtens of sich 4 Somuingeverdl network (Rainen
o 0 Higdatd o L 3015), Regieas ofn implicated 1o the
Later iachade profontal iy st as the doesolaterad prefmnul

I s comtest, Mowioa (2021) ehdoroted snthee posdiniy
rganding the foxxctional cole of human VENG imtegrated
m brain crcuits N owas hypethesoad e VENy moght
comtrbate to the emegooce of ¢ by fusctioniag as cerebral
pocrmakers that promptly establish the cobervace of newonad
cecllatiors (Heston, 29210 This cosfecture & growmuded in
the “commemation-through cobenaee”™  hypothess  which
comtends that the inferaciin defween connected néuana
popslatiom s lesioad 0 tempoeal alots of syechronteed
cscllatons [Frrew 205, 2015 VENG would this trassone
ehiythmi sgod Bants aceoss lage disees hat. dier arr iy
at their tarpmed mwurenal popubmens eatrain the latter
o the dgaled diythes, therdhy snplenenting osdlaory
cobereace. In this manner, VENY might funcoon as so-called
Merakd peeroen” which allew for the wndeliped procesing of
witsequently amving more comples egraly (Ursom. 290210,
Thiv comceptuakisation might abw help 1o cluddare the VENs
peenmeal rav i ssiching between the anticeerelbtnd DON
and DMN (Menm ol U8, 2000; Degnm, 20250 These
VENS would faciEtete Lhe mobslroctod coaunaniaton betveen
critical frmtal amd parkotsl reghoos and subdivisson sophcated
i thve BV and DSAN, respectively [Basoa, 2001), Insead of
directiy aatnating the DON while duahling the DMN (Socharn
o, 20 VENS (0 "Boradd sewroms”) would ngpidly orallish
onhermice of oacilamons betwaen core regons of bath stworks
prive (o the phase of actual switciiag leading 1o meee efficent
fonctional dissochtion sad thus decreased DMN mterference
with task-rebevant mwaral aciivity odigimating from the BON
(Ao o od., 2017 Brston, 213 The fact tha Afferess
subdivigions of e PMC, inchndiog the P havo torn iupticarad
= difereat ICNS (Margidies et ol 308, Yang et 4, 2014; Kolh
and Whidhaw. 2971) undherdines the impomancs of efficknt
mlernetivoek < communication especally i thes purticalar paricid
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mwv&hm‘mwpm:mmlh
Addivoeal dats o PMC sl PC connectime, tractograghy sl
whire matter dibsection. soe Makar of al, 2018 Assem ot ol 2009
Titssdahi and Yawnguehi, 20251 An intriguing oljective foe future
rescarch wetikd be s eniablish whethor the abwerved wanasn
in domdafic ardhatecouss and une foatuers of spladieshased
neseonn, (f they sse VENS exdithr individud differmnces snd
whscther iey ere Comedated with T cog rition s reflaciod by
conntract sinds as 0

Vulnerability of Von Economo Neurons

and the Pathologlcal Findings Involving

the Human Precuneus

The IC i slae dinectly or indinectly affectal by soaroperchistoic
dearden In which VENs would ow  vulmenabilty o
ihelogicd ewelvemint (lrscindey of 4l 1995 allman
atal, 2000, 200% Wb, 2008; Cauls o al, 2014; Raglunm
ol LY Roos Descombes o1 o, 2920). MmVENuu
afocted bn the befuvioeal varst of the fi

with hindered vocial-emotiond functbeas {Secley o al, 2006,
Seudey, 2006; Ssslls 2l Eaglund 2004 Gama-Patel o al, 2059;
Lo o al, 2009 moofmol'memtpusalwm
with impai in | and judgs of sconex of »ocial
Interacinng i the bipolar disarder (reviewed in uuh o 4l
2004; Maghanti ot ul, 2008) and ws
(Aer o b 2000h sl m feniliad dp-unumu with meed
ospalrdacets (lacor- Dies comthes 1 al, 020),

Van Ecenome neumons weer alw redstal to schoophaens
(Kreae o ol 071 The peoedn encoded by the pete DISCL
tdiseupmed 1 schimophemia) bl s evolsnonary change
lh:lhehhn‘blunmu.umndhmmmw
aod dend g, and in pressentially | by
VENS (Allnuan et al, 2000 Caada o1 o, D14 ¢ the GWAS
allas an npned fwelesctglabonl o cutvent data on carreot DESCH
avaaasens]. In addtion. redocond remeg-gae comectivey
in Ihe PC wiur corredind with aputhy s peticurs  with
schreophnmia (Fockm o al, 0001 Apothy 1 3 motiwaiboml
dsoeder incerring raluced o los of ected bebavion
pakdirected cognitive proceses amd emstion (el o1 al
0001 T s segand, the PCocomneaiviry was correlated
with the severey of thewe spmpootss and with alleratieas in
the subjective saperience of 4 Comineous sease of the il
regarded as ’ inzredions between rekvard tean
regons (Farki o1 Al 2009) On the other hand, i few cass
v ceinated i the PO dere s Moterogenous
sl symptoms, mcdodeg body movement smsation ar body
ioige Sstuebance, seatubensory and viudl aueis, votibadar
manedations, eye mosements, complex motor behawm, and
Ialaleral asyemneiric foosc asd byperootor saauns [Henud
ot o, 317 Yooy et al, 201X)

A metamalyvds of forctonal MR tadereleed sctwvey
of pychapaly deew silemtios 0 e incnased snvey
poedeminarely in midline coctical regnns overlapping with
the DMN (e dosomedial peefronid  cefex,  posicrice
ciogudate. aonl PCEas well as wish the soedlal temporal lobe
(Dvesing ol Koengn, 20200, Isychopatlyy was aogatively

welavad vo el actvity (n dorsal ACC and wes postivdy
welatal W swural acity in s leldenl pation of madisl
perienal wnd ocddpial oaws (nctading poserice «ingulme
and PC), Wiatenal domortadial prarestal conex, nght inferior
fromml grrus, ot posterioc oditofrantal cones, cight madial
tengurd oot {inclading snyplalal, gt eppocanyis,
ard oight panshippocampel gyres (Demeng aml Koo,
20000, Wheress DMN inreises acivily dering slf-refescrtial
processng amd decreases acivity durnng externdly focowd,
ot-self-relerential  tasky, FEN  incrosses scivity  during
copralindy S &n temally & d tades (Damung and
Koeiigs, NX0), The SN which Is parckodardy Umiporian for
detoctsag adient ademal stmmadi, would be repoasitle for
evikhing beween the two socorrdand pecworks, DMN
und FPN (Deviag md Kncigs, 2300 [n pepchopathy, both
the DMN ompoosnis posterior slogide comex el PC
ol only sre VTR aosiek 3 Veeidly of ladis bt who
bz fimctianally and conmected o other DMN
segoon Inclading dorsemedid and ventramedld prefronl
cortes and cther rogicas of the FIN (Doney sad Enmig,
20000, Owe possivality Is tha pwdwpmc adividaals fall w0
Gactvate miline DMN regiom ally 3]
tasks and sach fadare condd resslt m uxreued mupewou
between DMN and lip
(vach @ FIN), direpung the shit o(anumn w0 &:cmmd
tad, el leading I cornopending pards
CDermung mond Koemigs, 20000

The PC newoos and crcdtsies cn abo be damaped in
Alzheimes divease (AL Geben @ gl 201N Serem ot o,
2000y bk soe adss Nelson of al 200%). Metabaolic reduction or
bypoperfoson of the PC can be foumd m the ey stago of
ALL cven befoee clinscal diggnests of destentia [Thoms o,
20194 Ix s posuble that hypoperfusion begine langely in INCand
sprreads to the parietal coetex and cingulate gyeos sloeg with
progrewion of the AD 1o other comical seeas [Apdaklnnyan
w4l 2008) The PC w invvdved in working memecy and
o desctivanion s asoackiad with eady MO assesied W o
vahdated climacal scroeming instrument for cogmitive decline
(Yohosaow o ol 2020) Morcoves; the PC scomis o 3¢ o
wejpon with high vainerabid ey to B-amyioed (A8) deposstion,
shrning mupor AB bowd in AR-PET and in sssociaion with
cogretme docine in MO 2l AD patients compasnd with
Bolthy coutrods (Aghubdsyan o 4l 2918} Whine imatrer
ssicresiracies acration odcurs in the culy sige of aylond
pathubegy wnd the waogeg asmocktion war fourd 1 PC
aod the ceepun callosutn (Colly ex al, 20211 The soady of
the talipdsr compoamts of the PC and the timekr diagnnas
of wn abiered fecdon ke tis bress ares woukd deedt pew
treatmaenite 8o allevivie or prowent the propress of MCI and
AL in the furre,

In conchasen, wo descnbe the peeconce of Nisd-stained
spindle-shopad neurans i the snterior and ctral regions
of the Buman PCowith o ol Budy aspot e bper ¥
oompatble with putative YENs, s described i other brain
aress. The Golgi morphological idonticy of thewe <dis hus
mow b complemented with televam  nearoshenial,
decteuphysicdingical and ascriptossic-Seed doficaion
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forunifed ool type desse fication. Leing the Golg methed, the PC
apindesluped scurons = layer Voand in the tressiion e liver
V1 have o darbeitic arciteciune snd spine divenity that seggest
additieal lesctinal ieeplicationss for the Jecal cysoaschiticture
and for the synoptc and Infoemation processing in lisegrsted
netweels for Hghoronter ativiis och & e UMN asd
& n e nwlimedal complex ae. Additonal sudkes <an
Shacidate the tanwripiomic egers of e PO spladie shaped
{or putative VENS) aad compare them with odwer cddls o the
Puman ACE aod FL condenog actwork cscus ‘uuds with

rticular lncsl foas linr diversdy i the dngizal
and functiond cellubar spacialaatiuns o duhmhtu\ e
wnll b an immpurtass actievernunt alw for the compesherodon of
nearvgsychitne Emedens ivoleing the PC in the contest of the
PMC funchioaing
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The dussats poesarticd m thie stidy can b fand in oolioe
sepotones. The names of B reposkeesieeposnonis sad
wocesibont mumber{s) cen be fowd bedow: Row dats indaded
in this mansscngt wees generamad 2t the UFCSIA (lexad)
and are availble froon Mhe wathors Thte wore Ceiginally
poesenied sl regitered a5 2 MSe Thess (2015) m foflows:
Fueniodlba Villanoed F L “Bstado sobes oo newdnins & von
Ezomnme do ped-cunen hienann” (n Portuguesel, Gradssn
in Neuroschenoes, Univessidade Foderd o Bio Grande Jo Sal
(UTRGS ), Beazil, pabbcly rgitered at Weps:wune lume nfnps.
bt/ 10183193614

ETHICS STATEMENT

Tht stodles lnvolving hume  panticpapts were  eviewed

and approved by the Brsedian Ethics Commities  from
the Fodosal Unmersty of Halth Scenoes of Pomo Alegre
(VFCSPA;  wa23MSIEAGOOMOSIS, 14718707 20005545,
and (GITMINTIN SIS and  the Fediral Univesshty
of Rio Graude 20 Sul (WISFIETI9730005347)  The
next of kn of e pothenipericipents  poovided
ther wmitten  trfurrmal  conwmt  for Beain  doaatsn

duriog astopsy,

Mphoddunyan G, Vorpala, AL Cunmaro, M. Maoam 5. Geidcch I lu.au
C,oar @, 000 The paccamnl - & waws for cwame A
Naacknar’s Shaas putadogr . Noowlgour G KMMNII’(
o

Nhwwn LU, Hobram, A Brvny | ML Neschindy £, md B B 40001 The
worwe chagrbans coren. The ovlutns of s roefec bvtsem apctes asd
Cgarien ANk Y Al Jo0 L OV IT G TR R ITAR 66 el
LSRN Y

AUTHOR CONTRIBUTIONS

FIEY T AN, and AART sy coacept el design,
HEY, L atd AALE soubition o dits ssd thu-
dnwnsional econaructhos TR aod AARF. (hree-dmensionsl
roumswticas FIEV, IR, AH OJR sed AARE: critcdl
mterpretation of dera and deussdon amd diboreien of the
enstincripl. All sutbees cngribated W the arthle and grpeoved
the sebrmited vemiaun.

Grants frves the Braxillan Agencies CAPES and CNPy (Beasilian
Minbtry of Sclence Techaokgy and Inmevition “RRID),
Ceannt! Awaedd Nursber: 11435220000 1, SCR_00IN7A Seppert far
anticle e parment from the Universitas Olderbarg, denbarg,
Cemuny.

ACKNOWLEDGMENTS

Authors are Sankid W Lwids L Gutierres and Nivalde D,
CurreaJimsar (UFCSPS, Reail} Tur these peeticipion in our
few Golgt experiments, and 10 [Nego Roverls (VSR eszd) for
s wdvices on the (se of the GWAS datdbuoe.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supplencniay Material for ths anticle cm b Sund
calme st htiper)wrew frontieninong artickas 103 S%dEayn.
2U2L TN 23 Mulepplanentary - masecial

Suggburmetary Figenn 1| 70t o shood w0 o on of b Y
Gl gy wowd ST e oot prec s coo Damagendng & Figue S

Sepptorrmriany Frgern 3 | Ton Oven'de sl soioreh oo o oy
GRS S ) WO e T 000 e DR On s O 10 Mg

Sepplaranisry Pigers 3 | Tow covesrasl moorssus it of e ¥ ard & e
e 3 byer VI Gl wd Yor e =
(amepencing 1: Figes 7).

B e e L
e [ s A wsn Cormd cogl i 1 1 e (O0men 30 B It o ey
O AN

Alvoa M. Woten K K. Temmad, 8 A and Plivers, A T Q0000 Beadhn
dad siamn 4 poechle b b wa Baossionn teceore. Tiud Uagn S5 0.
B N U TITENTN L

Aptioerie. A, Cobe, MW, Muray, T D, Gwko, PO Wy ©L
sad Sronad LOBLOIZRLIL The sek wf klmk etvced Sudhadn 0
copitne sod dusns. Twml Goga, S M, 580- 0L dae K1 06) sen 801
s

Anvn B Vogohe T 7, and Yorw, BI040 Sptee sock kaph sad apupes
sficacy. Foac Sut Al N DS L, E2S0-ELS0A dos WLINTN peaa

Nhman, LM, Tetmade, XA, Meosers, A L Sherame, KB Scrmndoben. b
Brwin | ML ot o 901 The o B b

L L L
53100 MU MOQS A1 A4 ©

I

reldese | L ‘&MILL\MNL&Y“MIW‘

b sed Uhsstonitorr of dond weapth and gee

NI W wodt ape snd Namam Deay St st 200 (Phoag Mosd N LMD A eIt L),
alnaT

L I N e L e L C R

aeey BIES A 10 Sevew TERIIN

82



L o frme e

e o Peormrnon fra aman Paranesn

el |1, Brptmess, & Frivtw, . Yoote, B wd Dcbelige, 1 {mamid. o
mrapis dombolic e n e eanir e 1A SE-4RF i LIRS

jamrescterics I, [2015
J-'LH. I.l:'r:H.E' 'l'h.hln.l.ilf dhﬂllmﬁhu
gerrr e d # [

Lmnmm-#mdn.lllwrm‘lm:l

Fadorr, £2 0 o | [, Birigges, B 0L Siomme, A BL Wi, © 4 Mo
K, ool (W0 A cossrctorne ol o B bavms v - digir
& ibr peirer repeeie ooees mevisl el B, sl peveeoscopial
o (e, dewregmg (Ifgeuewal (9EMERLT] hy  EL) s

T

B |, blwak, 10, g, BL BHov, BV, Rvasoy Ml N, Reda,
B rial IS0 S drdis s awrplatogr amad wson sy wik e e iy
umy F = g wibwlpm vi el prraeehl] werear i e
barse prc ey cogaiie i ol 10, 0068 e 18 D DR XRE

P |, mdawi 01, Badl B, amd Povewek, & 051 Voo Semasa
TR — I eady of i pkey [ e reemieien Beadi! ot
re e PLTRE | ol me |80 R N TR |

Parvieny. L1, Filgrr, B vamd Fockacy, i | (28150 Winere srsari s are o iforems:
d il idreadyui of feeclead sl diewid lees &
Wil w el nE flleas fo ALIT O BLOEA A B ERE

inm
Bamn, I, Fulied; £ el Rk, ©'1 -;mu :-ul.‘,.u.u.n.uui-r
il st i il Wi il e micd liwa
fiapia-1h 517508 04 LI
Friievtb Foc s, B, Aolied oo Vaties, L Defell pe, B cind Tocke, W 1 3aL1E
raaphadag

Comimd ase and Sffraicr T Abdits upins
3 Micayal i, TT-dek
Vi v T b, L, il L it
i T i, 5 B i A ol R, | L TR ol
Ak pridE e a8 Fal . Wi ol Lamen
W P-ThEL

T TL; rad Wiamaa [1, niul.lq:'Ji. L, naialerg, (7, s Hasaan. 08

G Skedald o posel foder conm D paied 2 e g ma s nrk |=-:-|.ul.m|'|
Al (B e Kniy Bk 12001 248, gl 100 D0

Larm W, L H. G5 s 1 Fale, B 6 Lewrien Fonmsd Cloreen, | GTER
Cancenies picrerran s v coergs v omohuenis de [OET0E-
BR e idowrm oe e resdy ¢ ecelaredede Ber. S Tiora. mewkd TR
TI8-7T2% w1001 5 B0 R L

Cmnln o Urewows. G0 G sed Yool & 155141 Pedeimens opewaner
o v Eowpeos s irarn 0 de pmmrnlen sl sovie Pred e
S rmare BB dom 1T ik, 00 T

Canla F, Cowdwiani oL Dbl F, S K, Dy 5. Righas. A P,
i al gl | oyl e p bl rortry Pilad e
St BT ke |0 D) marmal e i ) 1

Urverre & B (3471 Thr grovinom ind oooncinmsinrs L9 Speor. 12, 555210
ahod: 10 00 VR ARSI L2

Corrmwia, iy, Eomwd Tewdd e MK U680 The pevrusess g iersrs o i rcmormal
angrery and bebwies ooeluer, Bewe T8, 5508 gy 10 ) 000 s/t
i

Codonrmdif W5, o] Spimmons W e, Hesispea s sl ilosasall ool
wipes ol we s e Fgean i Framkl] imeoe b e
Meyrmay 79 P8 20 ch - 8B B R0 BB

Chers Ko Lriwhmes 11, Bacheien K. Lo Frlbow, U o] Bopramds, & 0001
sl g o ing e o e b il Eedoie Lo e et 40
E e E T LIRLE B AT AT LR

Chew ] L Lowgg B B, wwi g H 8201 Spstialiy veecdond { n
Hﬂ.mmwﬂ,ﬂ—ﬂulwim ﬂ:l:l-ll'.l:rl'l-l

Lln.l.lug. LT 8 l,'.\llll Flidms i boenais mesm vifive
T 0 mEr arongaina] iy L e el (oo e,
4 o om0 P18 TR0 dws (B R Kool T8

L-.;LLIIPL.I.T.:F.H.. N, Ry, K. K. Tamusam, [,
wt el Pl Whls raate L -lnrlflnp L]
faladag, Ablsiash Drams slanian. i I!.Il:l.i.ulll.il

e Danied, 4 I8, Fofied | Pus@eilfu il T, B A ol Bave:
Tl AL ) N ol roil sl v T i e
o tha i g e s sl foiipt Wil |LIE bk 153084/
ETS BT TR

Lrlu..i.-l:l Tl Fhew o wra el st Tle wpreey ooy snd g

Mart ey Forwrsact |0 =T diok D0 HOS TS

-ﬂF ol M, I TREIT. %w-lh‘ h-df“-
W B ki L ) ot 20 R

Borwmns, L el Tarmae, K. B0 000 |, Tl nmastactml ssabyss af g plasta sy,
. e poloapralar O Rl ruation, il LB ion (ow Fask KY: Blaria |
=17 ks 1O AT - R - A A T

Toadk. EL . Anldtrisibn. of e Masiai Takmsluke S Dala
g Virlig,

PRUATES e idarvn ] Comem s Mmoo b (RO M1 02 LA mval pmlall el comun s
rﬂd.luhru-.lmp'h-rmunﬂnmﬂll-lllﬂ
L LR e S R0

Frmad W, latim, . snd Bk barviece, B 1 R (904] Sighe meare dmarecs
sl e bors, D Opda. rmebat 05, 148155 ibal. b0 Hses] mb 2014
i

Mo, £ Femmdolm A 5 Oy A, awl Elleg |, B (00Tl
Frecaporm roportione ard cogical Iniding 3 morphereric erabmdon =
dvere o mepde. L e 151, 1A A6 WL 1B mna 31T
Lt ]

ome, B Pewn, T Mo Chem K amd Bl | b 9o Erdenae fr
opemier of thr prrmes s hown oolugoe. B Teeed St 200
WO D, o 1 O LTy

Fume, I Rangel il Liowo, 6 e Cadimm L b Sanis-Eivciem W1, Com.
B, el bk BL L4080 Wlabagiial bsie = srisiem and MH wape arad pas
o the procascas i bl ndvdah | Aew 28, W20 dos B i
12193

Faveans, | plieve 5 Benfa, F1. Prorabe B3, Kadue B lass il & 6
o e lbderry ppd mndiermp oo sed bertpfred e
spremdns i i the ot ored toohel serrpdels of me ke apd et e
U Mrsirgd ST2 N 105K thr: KL A 13410

Barderm, 01 | LHET ] bt = Mg ™ brladdanirgg o spviem aas fpsk bueinenes:
prerwd mirdhgraor g e do = Forvaes reasm feialigen e s 1R
dhep 0 {MpRL e 28] BB

Can, B (5905190 1L Homobeqre Sy ' [LTR 1 P ¥arrie
Paia Wabvafer

Do, b Tham, A 02, Morard, [ B, @ed Rede Pk, 8. A {304] Tha

hﬂuﬂ.ﬂuﬂlﬁmu‘ummmuhuﬁ'

. [ s 2T A5 ok |BELT] e

Dl g, A, P, D, Bavsco, b bl osatss, | E_ amdl M- Pl A 5 (2000,
Tha “iirgle-wectins” Tyl rasital slyual for Rovadin Sod S b
] gt o e | vl bl 189, 5155 kol 10 i) ruiaanhs
L

A el L Py, A Pate I Moo, L E Akl M. mal

AL Lol ey of Ul nruomsackel sarvydalosd mackea | CGasp
Karal o], Bb-aIL LG 10D e TV

Dumieg P ud Kemrnga. bl QBN 51 siinmd I ! bk &
s orghyat s o WEE i ol Perobioarmy 100135 0 [P T .

LS ]

Irear, B . ket bL Wngen 1. B and Sirbarey K B B0 ) ici-mabrn
o fanciwrnl b el vld- el ok X wh o spoand
gadaw ipe mmidery in malid peoid oo ) Gy Rraresd W,
(TR L2 ok B T B N

Lieerim, bl nawphal b, Paglmsi, . Rotiaackio, . T 1, ek, 8ot il
W15 Feod popuesist md doiun B vl erimost conrectenfy rarioce S e
e incligna, Devidop Cign. Misrvmd 4BIOOAEE deil 1L IOTRYAmM 2],
(L g ]

Dkt 8 A Bim b e A Lo, Coe 3 B amal By, W WG 008,
wr bosore mron el vl @ eeeSonel spraiee linked B
mrammrems fiacies. Lok Coreoe 58, 19]-580 g 1L R Ecoroor)
L]

Dhdbmis, |, dighis P Posd L KL aml fidebpiyn B Smd, & dipstrdnsed feam
e paoc s promsl aidipooe lsee Ering sisic e oonmep R
dain Hal Ir-nﬂ?nu.h'.n.t'm st L [ TPl 01T HIRE

Feerwrsd B A el lopodisim, B K IN0101 v Fcomomms e n
huml-ﬁ-llrr-rq—-m-lrr Mo TR IRTp ke 0 et
preen NEITILDAL :

Bl UL Vel 51 1L Tome-ba, i, Dok 1, Lasdier: | L, Brrevdie-
P B, o7 d (AL Ll ome remidin e progevries aml g bbined gl

P o iy o ] i | oy b ]

danimy BT wkme- 1] b TEELN

83



Hermts et

I e boeman P

¥ % 1 hurun o Wil oS, ot W TI MLk
nol)

Fyenda, U, bssar, M L Bentes B Anesge G, Uesbards | Caosove
N oFoat ol Qoox vwe Lorvesw ovarem ax presrd bs G ool
wlwmdhﬂ—um fett 08 B2 e

PALLO0 ) arrdet 0BRO0 5 &
Poda €< wmd Flurrn, B0 00 109990 “Diemdbir st b Db, ol 64
hnnkw-c-l“ Thmr ow York, MY OhSord Unineriy Powl

hbu.u ek, L S, | Ml..(nn-' h.hn-'umm
Sedacrd rottugainte o d with ey
unm-‘w B” [PAtA (e 10 U1 RO

M—ﬂv A L30n] St al wmoectint terereks o e grmese bein Cam
Oy Sonvwdnd 00, 4554 dot L0016 onah DARR1T

Frwa P CXO5L A D ardans S copmnive Dymaonss s imisnd oovinatsslng
Buinagh ancread ol s Troads Cage Sk S 21680 Gie 10 01N TR
2000 2100 %

boes ¥ 10050 Whydens b [
Novwon S0 2225 dua llllhl)nnun&lm

Farh 1, Trerl A M 2 Cibdigbon., D, Yorugows, 1, Snbs G meal L2110}
Irbegmbwar 1f chotroph perdgoral s cedemgs wrds smpie ool KN ey deie
L T L N e N e

Cabdaar, B L, wond Sviney | (ovmol The sangle’ st Cadgh sams putn
povnhny | othedehapand Sosaipion L Mowssnn Madeads 11, 201200 O
W L0554 N e )

CarnePasd, P van Thikon b, vas Swatan. 1. G Pysachong, T AL L, Setharkinds
s Bl Bovowader, A1 Ml L0000 oo Bastasis fwaieis W
ot ol g (el it e whainily ndadbl @ Otz
Dooter g darneetie SommymSol Al Maohbd 4507 (ol dod I8
1 e 12550

G, T, Papunnlon, & T Rucvmian A, Dighs B 12, Welsinahs 5., Ragaddld B.
A IR Vs Bavmm (nidnb ol e st aihem e Hngus
and 0 Al A oy e Clrien WA 9v-TT B 1BA0 1M aete 91T 105

o, G L (0040 Maid ol gace dhacen o Lo GO of (4 vasaesr ek
ey reay Ggacty and & o o nloase of geenl wbyene
Aoaprae 47, E23-010 A ol tese a1 e 00004

G, G E md Bee. T C 00T lew sdans sed tmadgunie
iy toke of milpmace tacasinene gl Adigrar oL 118
Ok 00010l 200 T 000

Gonolhon Acvean, € A, Baodws M 1, Cosrona, M T, Plcsnse 151, wadl
Burttid B U181 Von Boowwes teasans = #a amas reodial fresmogeler
ot Jrost, Nawdamn L2 00 ot 10 MR om0 0 e

-h‘lhnmlv-lmi{b—tul AU 1RLDRRRN0 A2

Hhﬁ.ba. S Rubock. C |, and Bamen, UGN EfScaemt bab (e dhe
mtdigers brac Mlcﬁ:sqd'hbvﬂnhﬁcdmm&b
wametatrd s greerd bewdhgrnee derriige sor 65 1020 e 00 100 ) avell
2011 M)

lw.l(l.lﬁzl.\.kmn.l.m&l.hl L. taddm, 1.1,

m po VS ' nl— { ™

q-ndwd Avwepals
F1TITE. it B0 1T 7. 38 540 3

Hegpldhd K, Kaidve, MU Nre A and Spech, K L2001 Ovithe conteraz o o
prardioad o e i el Jependent i ik Fragt Haw Yonen vam
dn 1118 ehen oS 0008

Ty, L Kewt. M, Bermems Aevmms 4. Ihnhs-“-vd.l Baghurmt M AL
Pagpert. Boomood Quzll Qyvoumd o wrh
a’::,mnm J Loy Nowwnd S2% 05000 A 10wy
o

loont Dewmmwbes. &, Eodhn ¥, Beowdy € M A, Waamsby B, Wards T,
nnnﬁhh- e d Dlmmmmmpbhnn
Ledkal 2 lidicen
A ihcnwul Saper, Thnanl 9 0. no O et

e
T, A B i TTw 3 Neaw: The Sives of Moatad AWK Weaaa, CTU

Nt Cmewnm

Fragw

Tyl T, mnd Yowugueiha, A COOZEL Postiomt 2mvumem s gl conmedn]
2w el e s by Haog gt and Wide v dredhn
Noaraour b, LT3 105, dob B 100w aocnvaatenos J11) 800w

lupl.l. AT B 1T T pratitar B g s ety I HTT) ol

i rrbdocnn Rl ives v A0 10T ar

100 S TN 185

Koy, B, 200, N B, By 1, Yagibda 5 sed Topranme, T OI005 Spas
hvesnd cin e ek del Banlion sl sl svend sermadie o Ry
Senrmis F2ANTAZL 004 1R LO0R VAR U BT

Rl B Whidhm 1, 0 20211 Pandamentds of Muwman Novrigon bty .

N Yok, Y. Werh Pablabune

Kb 51 Mbnmrwen, T, Viod K. O, B did Ohatte, X L0 Cosctivainn
o o Sladt ade wemnik ingans wnl werkicg saneey witmek tighas
durrg tub prpantee. 52 R 4 1A des | S

Krase M, Theten . wnd Brdoe. N. (2817} Ulveroacsssl dicrad e of wai
L L N TR P contes e M oopkinds Ane Anc
A, 3017203 S 10N

Kb, ¥_Eanah 1, Noewara M, sad Nevapodt ¥ Ci6l The drawry ot
cortad balebvaqy sprapes. Doot Nerel Cooats (007 Aot U6 1588 ace.

AT
m;cu;u.mu,mtumxnmgu

Coxmdea 3 M M. Veblagg 2. 0 A, ClwenCann ML seit
&-ﬁ! unlua-.-mh Propanio of
"'!* b et Sataig e bbby o

w Luorvs w100, v I A lmupd-uunmr

Gombedes. L 5. (1097) Wiy g sunce e of ey i
Moo 34 Y01 che 1LIOIAA |0 AT BTN 143
Haser. 1 L Qmted. The Ny 1¥ feadgone. Usrsinadger Carsbe doe

Thrtvesery P

Maboow, A Y. S reood OO, Pomar, O L Pant, C, el P end Albms, I M
L300 L yma Bosmans e te Sr chephunt brass Ane Sev, 20220240
e 00 1L 2T

Marroadd, A Poswchar, O Trae, TR X Murn L ML, Dabicsn, ¥t o 120170
Precanen qpivpey. Bkl frnares and swghcd cckcoone b S 74
TTAL w10 165 yebed 00700 00

Hagasks-Takag, A Yogrdots, 3. Nedbarment, M. Shirm, B Wi V. 1L bnbbusg.
A Lctad (20050 Labelrg and rptal rarase of ryvoy T imcee i

(¢ .u‘ "o
- J Lobae 4 wih et MATT subiets in
Tim‘mamm~u»m

L L wwd 2 Y. (20070 Chpbeod
spom Frow Ao Sol 119 6522, doe W0LIBUE) brase gl 300408 0%

Mt 1K, Mgtand, AL and Pakos, G, Q8N Ao OF The Manan oo
Now Yok, NY: Acsdenis Trom

M b K Bantmmn, O mad Veoo T G006 Aker LY Th Muwwan Bram. Now York,
XY Acadern oo

Magnbo 08, Vewsas |, L.ukt_ld_.t. unu. Q.Ind.ll.
ot Q0000 Pesoumens s mireek Savs !
moebers Proe Nl Aosd S UUSAL 184, 20000 2007E she 0,007V poes

L A )
N K. and Coboen, B LN21) % o] ok P

didhenkhdie

Gor toiet coien. Swwry 505 DXL K dee D000 My | 550

Nirboe M5 Debavich, T M, Mavkel % A Wb % Salem Vo
ol QL Alepr wak gy mad each T lyes of ¢ "
derabene ppees Ny Mexwt 2 11T0- 1L

Brovres B owwd Dhwoniee. N M 00060 Denditne pow pobnidegy
rewodegracreive Beae, dmr len Pebed 11 2202% e DI
Dt e IR TR

Hideyes-Lopes, b dewiemer P, Marro, 1 Rann, AL st Mo, B 025010 Sgeetidl
O s ¢ on B g bty senens wonds bsaccermonvay dvnges

Tiow Cowbonlye Hirnbod cthMG'“mhm oA K,
Bt & Karmun vewd 81 Hater 0Combradgr: Comdtde Unmersty Prosel

Nraer, Ko G PF, B | N Matod B, Obon b AL Bame ¥V,
o d 01N Assmtwns bt o corpea | Hacknon and greorsl brsdh evic m
whidsen, b ots end pawg mhdn Fabdlgror 41, 40 A e 10 10164
wiel 00 47N

Neson Voond Udin L Q10001 Sdirmey, wvndomg. stcmems stsd corprd
« network ol of woale faxcton Basy Som A 24 00007 dmt
TOOR v G e 0

36y O 01 SV Mt 90000 | vy bt o (n)

Aeiny RIS whaw 15] Sem TERIIN

84



Hermts et

I e boeman P

Shos sk

Mownd K R N “

aotiomeimal rymendd oo 1a framal comen | Koo 36, SMe-4E0
det MLIAZM rearonct (1252 08 X008

Mo DR Ballagson, 1o ol G4 ead Nasie § 100120 Neamomah -
frrm s vl (e were o vewon remphedogy
Fread NowremSorran w4 dor N ad 2012 2%006

Nibabwia ¥, med Sosnde, X 2008 Flatusty of spic winstzer bocal wpaeing.

et and cpoduchad Pt Sreyptk Nawrasd, 100S
Wt IOLAE e R K Y

Sorbomn B T Mowrr B L, Mebel S W v, H\ Krpen L b 1 k.
a i (008 Alssorner'tpe et hfogy tathe 7

(A MIr 3 0t i of SRR 1088 2 MO AT CUpN DA (s T
Novwwns Lot 330, 000000 don 18 D0IAT skt M4 1) 004

Hetn 0K Frmsocn, M, Goedes A 0, Chneten, F 3L Blllag AL end
Preswndee. L L 120071 Nesopwddoped Sndegp te mtrsiam cociex of
L T TRt S S T T T R T PR PR
Doy St 8 Mool Downer Nvevpinded 11 1001 b DO SN
TAX Wb b Noam

Moo K KL Lo b G L LKW e, AL W et Shom | UM Bndiaoed

pedery by Uit setateg wvd g meoroecops L Newrmer,
IMM! ek DOLIEISS) wnenrth 201 T MO0
Pachdom. X L. ond Korsath, A L0020 Dindrinc speacr e arocsrs
Svive faaction, AMUMS e 13, 69088 dol 19 308 eeboe 201 N2
Hellewivagen, A wnd Lidine | I B 030000 “Durwlyrn s clabumntnm: spargbebgy
wnd chezamtin” da Mowesconr 1o iy 200 Contwy, o D0 W Pl el
X0, Vel Tew York N Srtnger| 209304 doe 10 0000875 1400857

4an

Smaaew, MOA S el Donrmms B A 00 ) bderwmet et on
engrine decirw i the hderty UOCEUES mbagtacko tramsoudtoesl pors wee
mo Mol Gind S Poh 20, 10T NAA ot 10129081 LS | 2 e T

ey

Sordlo A Fuored Baglumd B 00030 CacrwyBoon of wonw Eomuens masvms the
S of beyer EnndlI11 0 bebovindl marmet Anagercogued o
B L L L = |

Sebwponiens, B Bkt 5 I Bk, L, Woldserg 1 Himmenn, K. Arvass,
oo @ (el PobBue iags, erpluesetry, el sibidey of
armanddetonic asow o Vhe lnrnat rgrrae parerd s O Cormm 8,
1“!4”?“'!"\‘“-“"!

5 T. B B L, Asain, b Silibite, A anl

functusud pmgdion ebewe B Mladi ivade tetwid aid O o
e etk o e (A0 ik o bog e dand €l Mo dnage 114
1150 ghon U 1000 mevrvarmage DA A

Ninlaa T A, Lanil A R Rup K L N ¥ N Gl DO, sl Cane
R0 M st e b . u'--uluo cogRlbe calid
Tt s beny Vg dderse o fadthes Copn AS1 ha S
12261280 Owh MUTREA NS0 08 5

MM.EA.I&QL,AMIIL Poil B9, b, | Mt A
VR it A reweid v uqnulm-dyn’u
Aow Nt Lol Sl USA l\m-un.h 0 s

N handg, B AL Nogs, 0 AL Neerson | 8L ed B P umm ERLLY
cwarcrw of e hasan swserce dagelase conwe | Canpe Nowod 355, 2737
ol MO e W0 S O

Oakby | Sl PO wed CHll WL 100 Theraliin: cilous qiies
R L L e R P

axtess be wes [ Novrapipaed 84, 206007 dot ILLISN 2004

MisM

mmnl#&umtuuu Cothd bayws Optir | wupden.

wd iy e A cormaal anen

um-u n-;-m ot b loea Va8 00

Db, B, wnd Aol GA N N s dighal s waass
L T o e TR S Tl PR T
jamree 281383008

MLWLEMKLMM'I NumC.lnb.N.A..
w2002 Bean i -
talgace Mo Irckiawy 1004 S | nmmnu

N&l&hY X, Matinn, M P send Yoo P 1 10100 hrvgdmtig

PR S Mt L. e SR

e 200000
P B8, Yoo, 2 0, mn.-dw-. Y5 a1l hrregmateg
St S Norest 108902 deb

mmmz

Fuk b e The " vh of the baman bray st
d.q.-dumw-manw—c.hv-n—mllmn
et 00 | ETTTIOC RS0 1140000 |

Faghant, M A Spuchade L B Troadioe, F R, Weggd, S L, Ssrwnddenye. K.
Bty Coetal Q0N .l*hdmm--mlhaﬂvi

oaten wf s, ood o doctrh Mvew Sewct Panct 28
228 e nmm-m

FRazureaen. . and llui-u.ﬁ.mu.m-'-i of the ok,
Mo by 5 prmensid peuoes Faed Gl Nevmvmt 4200 dee 0053805l

21 AT
Pows Fillm A A Gaem K TR, Mn.t. LNO“A..MB.&.

o 10099 e 2020

Mk..ln‘l.l. yond Raa Bl AL A Q00X Souctac
mm vy by o wew Bie Sewawe s

zuumm O e b o e
m‘hwm‘mw Condex 10 05 o 11N oo
e

Scladila | Arpeadte Cosmnran | Frma K, Kok, V. Lorguis M. Peed 7.
A NI TR w0 operewand ian b kgl e sadien e
Motk WA TR A i IO ety

Sovniisal, B Wedivaran A, ol Awoll G A L0001 L-Mesasn & el i mdin
Sl e e sl caspuies s wend of dgad scirmiatess ol
aad - N \Mmu_npm

Sobey, W W00 Sch g Surat bl ghonl wal S vewobiny
mwdmuw@nuam wummmn
Gl W 0u sde M)

Sy W W Calie, T A Al 1B, Shacaba, MN Pk MEMCR L,
A LAl Bty Nt ol derm s b g b e O Yo and
Bramam Axx Nowrod 80, 608067, dak 10000 e 2104

Sovloy, WCW, Nirtle, 1T e S K Crg A D, Alwua 1 M. aad VeI L
000 It ve s o s wvnion ol sedliamannide wive o
hsocical prrg arive. Card. Gooer 11 240250 Job (RSN ceryer s

Shorroen L1, Radie 1 DU It LML Stason, O NeNady, X, sndd Duposra,
MoGu e, W-ub“x”ﬂmﬂmom

hradd s il wiady Dhve. Sigun Nowvnat 100 1e8 050
M.limw

Spraany, N, P, M, wd St GO Q0N TIekeraon precesiag 0
dendimm and vpewn” @ Panbann bl Arvvesmen odi LK Syany, 0L Pesg,
FE Mo & & A (Rod Lac and X Spenr (Waldum, MA Aabinse
Fros L201-280 dat 100164908012 M0 200011 |

Seiarw 1, Lovew T2 1, aad Mezon, V. 1200801 Aaudo-nd--*n
Acedeimida corse e seiaiiag b Ol el Tanle
metworks Sroc Ve Avel ve US4 DL 128157 skt 00TV pras
AN NS

Stowart MG Pogarw, VL Bomen, LV Madvadon SN, and Dl LA, 000,
Wrnciey vl compbonty of du wrngw snd deadieh " Th Smpw,
V. huunumwmmmhﬂ-’mh manw
B0 11 40eTS 010000 1 4

Stonpeon C LU Totwmi N AL Akran §. M.h*l.lau_ﬂa('l.-d
A0, Bochoru enl of wan I Jodm !
Hww Bl 252330 4 100002 gk b 2110

Taoachs B Teht ¥ Noudae . Yoborera K. Reboske Y. Sapres, S ceal
L0 Camwenl tasdigmoe # swocutnd stk workang wx ewey svlased beun
rtvity oew evadescr S o boge serple stady Fews ek Peet 2200,
A ot 0 1T MO T Y

Dwnaes, 5. Sooridbarion, 8, Bavrwhy 5, 5w 5, wnd Mescn: B X 009,
Boprasd corehl Nood Bow o de pooerey cogaler and precwes anl
e extvinnd vorhon drophr sooee dfertioe irdd seguter pepe et
ansl derrerms dar b Aldbewwy divmee A | Newmpdd 40 MR el
ot T Ve A1 e

Taesoser, |, anxd Mg, V. U104 Dendrths sptncs e temabic rgpdeten of
AP i Faar B T B ltlmlihﬂﬂ

36y O 01 SV Mt 90000 | vy bt o (n)

Aeiny RIS whaw 15] Sem TERIIN

85



Hermts Jirta o

Sowsie. Weapet Pinroen 1 e boeman Pecewn

Trmebon, L C 200 Vow Sconwmw sood Sosine’ Ak of Crourmpinans of
e Ak Hwwae Covrbod Corves. st K,

thLQ.l’nlLudMlN.hlﬂ.Ym&l.mdmm
of o soke Aoxct el buows bl cha. Prav Topogr. 22,9002
er U0 PRI MO N OETRE &

Usersdr, A W, Senth O Y, mnd Mused. S A 200 B Mok .

Yoy 2 Do Fu Lo 10 Hhey 8 wrd ool & 120001 Ul ovndeene b
wrovees

Vobawama. K. Kirvam, K. Tikanc. 1 Manharnt, Y., ol Soce. L XOH.
Frow tmal ol woced the procem i assmdabed wi b ToparTen:
g bbagging vhwrrstions Mled Uvw B0 2907, dee 1R300

wore of the drfadiamad sctmeh. | Novwar 3 NS0 de 00N
INELRORCL AT 1 10

v devs Bl 340 m-h-.m hlﬁ-hml..wc&.d
e B, WA 12000 Bradgtng oy tr burwar
u\‘hiuin.( Newwner %, 1983 1068 - 101520 INFLICBECL 3308

MC‘.WI.W&MKL-O
B Fle A A Ol Newood g of the loawwr codnel
nﬁum:mmmmmnhnm

mntmx The vt Somwimes Nosrwe Faow ol » oo WD
Than Pssdena CA Odfarme fomaer
“‘h-o.l)(.kwa'lkn‘&lunfl M '

prarad pows O2IVIT

Yooe 01, mumwmuum—.

Yorme, K o083 Birewned ooy R S LU
Newrmy W A2 A nllu‘uumnw-alm Lo b

Aalag N, %A.M*D.m

G Been) saurigns dahdbn end

wrwersfutore of vsscottual ool bppew N Newress, 11055284 b 10,
100 149 008 80830

Zaoowd, C B Fsapre, L. Martes e Sewveden, 310 Prae, < Mo, K. Socg.
Aot o C0000 Mgt AT emiiod resl s OOk rescagy (enh sty
o dend ok e dynenao, spibeten and fantes. Nawani 00 S50
ot 10 OB Y pon 26000 04 000

o e o b T LRSI A R
e e LRI %Y

W O, Stapmmrda, Ao Baon, U N, Gonbegg A V. andd Oddombe, D M
0001 Mankubiadans of B cmmtnay regerians s o midbobod o b
prnaing fue dapes od deodiihe aduns Aue Sof. Ak W USAL e
2 LESAL A 10T v

Wenderndy N, DMwiere, B, Sunaen 5. and Savbimen, & P (0081 The robe
of axvred dsgasty oot wd 0 the L ul mwter
lalaveas. Bhw. /. Nowrssl b Sie-Se. dad WLLTEAG (40 9ot 3006
ilae

Nl A i I-&muh. INcein, © L Wearnn & L L
EL o ok A000 Nasphokygs andorsw b rpatidly classsnd Jpues 1
il dind b of inendey conordid prossddl odli | Canp Nowd 213
S0 Sk Bk L0 ML e T

\Q.L.MY.NM.anl.ml.-dhlmw Thomrphons

ape ol wa i bawas wmnvio cnglase wne
bat d & ol MNA 8 Lok Uestic 19 00 R4

ek 0
Yug ¥, Wwgs M. Bea, W, Qua T, Sen, W, e Bue, G0N

Suracimso of wlaio s the pacuces bawd
o0 oveedecrimiepbdagraa by (SEEGEH IAWC Xownd 1R300 &g M0 10W

E LU R L
'MLC“M&(’.M& DS e C G sed Whn

Ve, 8 fom Vi Mot Bevarsch, 2 (3081 Cumrt tstre emabyon of
B deondiitn wow ol Laywr 111 pryvamdll resansi bs St ainis of wddi
Do $ooid Ot CoT Awvsod 185l 1) 1041w

Peseryrk. N Aoy, 1 Bl A Tiadbeinmmy | P Suem M, aml Lo |
Rt Bt il e tumat dusig sonpiiby W Vst pale. bl
o aBinrecaguten snnp v dbladavn s Mo Noasa 1R0mar

Do Yo L g, Te e L e, Me g ¥, il
; e L, Baeg Yo W T » Wl Goes,

Wm? Tersan pounsanatid conm. Lanb,
0--)0 R s O PITP TSR

Conliat of Irswonsts Thwi 1o (v b Ml‘omﬁhumu e
wsn e of wvy cwnwnanid o ie 4 that cunl e fae
pomntid adBa al Wdansts

ool e’y Nt AL Cawn npmscand 01 U arth b we sl pifwse of the salnns
ancd de vk ncroaedy sipreeent Saoe of thets 28 Rated copaurat ems. o duns of
the putbedar, e ndinw and the redemere Arw prodat thas ray be svaunad 1
[ L e T o

exdowd by the padates

Cgwrigfe @ 2002 Nanvede-Vilamal Snvewr, 1880 Ao wad PaksTid
L e
-Inhuuwurm TN o, Arrdumion o AgVATion (n sher Kvuon

Aenal inachony A end (e A

opyrgk (oAl
dh&qﬂpﬁaﬁu upuwn.nt umm.npu

N roMO G m EICTAY ke ATy
dd onm wk tam amlph of Wy
m e l!? LU 18 3 [ M

Pratun Na s, Anbas Ay NN dos it
cowpdy ek thae tmm.

T30y O ) SN Mt 9000 | vy b o (0

avainy BIEE | haw 1D S TERIIN

86



87

Artigo 3 — Human cortical amygdala dendrites and spines morphology under

open-source 3D reconstruction procedures

Periédico ao qual o artigo foi submetido:
Journal of Comparative Neurology (ISSN: 1096-9861)

Fator de impacto de acordo com o Journal Citation Report (2022):
3.0

Normas para a submisséo:

O manuscrito foi redigido de acordo com as normas disponibilizadas pelo periédico
The Journal of Comparative Neurology para a categoria de artigos Toolbox Articles.
As orientacbes e normas do peridédico podem ser visualizadas pelo seguinte
endereco eletronico:

https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/10969861/homepage/forauthors.html



https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/10969861/homepage/forauthors.html

Human cortical amygdala dendrites and spines morphology under
open-source 3D reconstruction procedures

Kétlyn T. Knak Guerra', Josué Renner®, Carlos E. Vasquez', Alberto A Rasia-
Filho! ™

'Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Graduate Program in Newuroscience, Porto
Negre/RS, Brazil

Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, Depariment of Basic
Sciences/Physiokgy and Graduate Program n Bioscences, Porte Alegre/RS. Braal
*Equally contributed

Cormrespondence to: “Alberio A Rasia-Filho, UFCSPADCBS! Physelegy, R. Sarmento
Leite 245 Porlo Alegre-RS 80170-050, Brazd

Email: KTKG, ketiyn.guerra@gmail com; CEV, caesvaiB884ghotmall.com; JiR,
osuerenner@outiook com, AARF: aarf@ufespa edu br; rasiaffho@yahoo com
AARF ORCID ID: 0000-0003-4623-5916

Acknowledgments/Funding: Granis from the Brazilian Agencies CAPES and CNPg
{Brazlian Ministry of Science Technology and Innovation “RRID”), Granl/ Award Number,
314352/2020-1, SCR_0D2E76

Conflict of Interest Statement: Authors declare no real or patential cenflict of Interest
Data Availabllity. All new data are avai@able from this article.

Ethics Statement: All ethical and legal procedures are according fo the intemational
regulatory standards based on the Helsinki Declaration of 1964. The ongnal study was
approved by Brazillan Ethics Committee from the Depariment of Forensic Medicine
{“Instituto Geral de Pericias®, City of Porto Alegre, State of Rio Grande do Sul, process #
03/08), the Federal University of Health Sciences of Porlo Alegre (UFCSPA process #
541107), and Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS; process # 20080/09).
Whaitten infermed consent was obtained with a next of kin who authorized the removal of
part of the bilateral temporal lobe dunng autopsy at the morgue.

Permission to reproduce images. Figures and Tables are reused from Vasquez et al.
{2018) “Neuronal types of the human cortical amygdaloid nudeus®, J Comp MNeurol 526,
2776-2801. dol: 10.1002/cne 24527, under licenses #5288970646885 and
#5357301157281 from Copyright Clearance Center's RightsLink® originally published by
John Wiley & Sons, Inc.

Authors Contribution: All authors contnbuted to the analysis of merphological data,
claboration of the manuscripd, agreeing to this submitted version

Running title: Human dendrites and spines

88



Abstract

Yisughang nerve calis has been fundamental for the systematc descnption of
bran structure and funclion m humans and other speces. Dfarent approaches amed fo
unraviel the marphological features of neuran types and diversity. The inherent
compiesity of the human nervous tissua and the need for propar histobogazal procassing
hawve made siudying human dendriles and spinas challenging in posfrmarem samples. In
this siudy, wa used Golgi data and open-source software for 30 image reconstructon of
human neurmns frmm the cortoal amygdalsd nudeus to show different dendnies and
pleomorphi;c spines al different angles. Procedures meguired minimal equipment and
ganarated high-gualdy images for diferently shaped cells, We used the “single-section”
Golgl method adapled for the human brain 1o engender 30 reconsirucied images of the
neurcnal cell body and the dendritic ramadfication by adoepling a neuronal Imdng
procedune. In addibion, we elaborated 30 recorstruclions o visualze heterogeneous
dendritic spines using a suparised machine learning-based algorithm for image
segmentation, These lools provided an addilional upgrade and erhanced sisual display
of information related to the spatial ornientation of dendrtic branches and for dendnlic
spifes of vaned sizes and shapes in thesse human subearlical neums . This same
approach can be adapted for other technigues. areas of the ceniral or peripheral nervous
system, and for comparative analysis between species

Keywords: Human Amygdala, Dendribe Spines, Synastic Plasticity, Meuronal
Morphology, Open-Source Soffware, Neuromanhic, ikastik

Key points;

We used an open-source newronal tracing procedura for full 30
reconstruction of the cell body and the dendritic ramification of human
Golgi-impregnated neurans.

We describe the 3D reconstructions for the accurate visualization of
heteregensous dendrilic spines wsing a supervised maching leaming -based
algorithm,

Procedures require minimal equipment and generate high-guality images for
human cortical amygdala neurons of different shapes,
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4. DISCUSSAO

Nesta presente dissertacdo de mestrado foi estudada a forma neuronal por
meio da unido de técnicas histologicas e computacionais. Em Correa-Junior et al.
(2020), foi identificada uma heterogeneidade morfologica dos VENSs presentes no
ACC humano quando realizada a reconstrucdo 3D celular e dos espinhos
dendriticos pleomorficos. Ou seja, tais células corticais de lamina V podem ter
dendritos e espinhos heterogéneos morfologicamente, o que acrescenta maior
possibilidade de integracéo e processamento de informacao na area estudada com
possiveis diferencas entre circuitos que modulam comportamentos sociais
complexos em nossa espécie. Em Fuentealba-Villarroel et al. (2022), foi descrita a
presenca de neurdnios com corpo celular fusiforme, sugestivos de VENs, no PC
humano. Igualmente nessa area posteromedial cortical, tais células de lamina V e
parte superior de lamina VI adicionam mais possibilidades de conexao e integracao
funcional local, além do realizado pelos neurdnios piramidais adjacentes, fato que
(em ambos locais estudados) também se relaciona com vulnerabilidades para
doencas neuroldgicas e psiquiatricas e suas manifestacdes clinicas (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 emocdes, atencéo e percepcédo de saliéncia dos estimulos percebidos
e cognicdo, mormente para comportamentos sociais. Com base nisso, a seguir,
discutir-se-ao dados recentes, publicados apoés os trabalhos de Correa-Junior et al.
(2020) e Fuentealba-Villarroel et al. (2022). Por fim, sera discutido o novo método
que utiliza algoritmos de aprendizado de maquina em “software” de livre acesso
para a reconstrucdo 3D de espinhos dendriticos de neurbnios humanos
impregnados pela técnica de Golgi.

Embora o nimero de publicagdes sobre os aspectos morfolégicos dos VENS
tenha aumentado na uUltima década, chama a atencéo o fato de poucos trabalhos
terem realizado reconstrugbes 3D para a descricdo dessas células. No site
Neuromorpho, que atualmente € a maior base de dados sobre morfologia neuronal

e que contém mais de 180.000 reconstrucdes 3D de neurbnios corticais e
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subcorticais de um grande namero de espécies, apenas 56 reconstrucdes de
neurdnios classificados como VENS estdo anexadas
(https://neuromorpho.org/KeywordResult.jsp?count=56&keywords=%22von%?20ec

onomo%?22). Essas 56 reconstrucdes sdo provenientes de apenas trés publicacdes
cientificas: 1) 29 reconstrucdes séo do trabalho de Watson, Jones e Allman (2006)
que investigou a “arquitetura dendritica” dos VENs no ACC e Fl humanos; 2) 24
reconstru¢cdes sdo de Banovac et al. (2019) que estudaram as caracteristicas
morfolégicas do soma e da ramificacdo dendritica dos VENs do ACC humano e 3)
3 reconstrucbes sao de Correa-Junior et al. (2020) que descreveram a
heterogeneidade da ramificacdo dendritica e dos espinhos dendriticos dos VENSs
do ACC humano. Além do baixo niumero de reconstrucdes, evidencia-se que nao
h& registros da forma 3D de VENSs de espécies que ndo a humana, embora esses
neurdnios tenham sido descritos em um consideravel nimero de mamiferos (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 ampliacdo do conhecimento
acerca da forma 3D dos VENs de humanos e de espécies ndo humanas representa
importante contribuicdo futura para o conhecimento sobre essas células.
Considerando isso, € relevante o fato de que, recentemente, os VENs
tenham sido descritos em espécies em que até entdo n&do haviam sido encontrados.
Por exemplo, Jabob et al. (2021) mostraram a presenca de VENSs no cortex fronto-
insular de guaxinins empregando somente a técnica da tionina. O fendtipo
observado — um corpo neuronal fusiforme com um dendrito primario apical e um
dendrito primario basal surgindo de polos somaticos opostos — é idéntico aos
fendtipos de VENS vistos em outras espécies (Jabob et al., 2021). Adicionalmente,
em um recente preprint, Pellicer et al. (2022) descrevem a presencga de “spindle-
shaped von Economo-l/ike neurons” nas laminas corticais Ill e V do ACC e Fl de
ratos da espécie Rattus norvegicus. Nessa descri¢do, foram utilizadas as técnicas
de Nissl (para identificacdo de fenotipo celular tipico de VENS), histoquimica para
a presenca da enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato diaforase
(NADPH-d) e imunohistoquimica para identificagdo da oOxido nitrico-sintase
neuronal (NNOS), oxido nitrico-sintase endotelial (eNOS), proteina nuclear

especifica neuronal (NeuN), subunidade teta do receptor do acido gama-
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aminobutirico (GABRQ) e receptor D3 para dopamina (DRD3). Foram vistos
neuronios fusiformes nas laminas corticais Ill e V do FI e ACC que exibiram a
presenca de todos os marcadores citados, inclusive para D3R e GABRQ, descritos
como marcadores especificos de VENSs presentes no Fl e ACC de humanos (Allman
et al., 2005; Evrard; Forro; Logothetis, 2012; Dijkstra et al., 2018). Essa pode ser a
primeira descricdo de VENs em roedores.

Embora o trabalho de Pellicer et al. (2022) ainda n&o tenha sido revisado por
pares e publicado em periddico cientifico, esses achados, caso confirmados, sdo
de grande relevancia e precisam ser levados em consideracdo na atual discussao
sobre os aspectos filogenéticos dos VENSs. A presenca de tais neurdnios nesses
roedores se somaria aos estudos anteriores que descreveram os VENs em outros
mamiferos 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 mamiferos com grandes encéfalos e que exibem um
comportamento social e cognitivo complexo, como em primatas. A presenca de
VENSs em espécies filogeneticamente distantes indica que essas células podem 1)
ser o resultado de um processo evolutivo convergente de especializacdo de
neurdnios frente a uma pressao evolutiva imposta a muitas espécies (Raghanti et
al., 2015; Jacob et al., 2021) ou 2) que podem ser uma populacdo neuronal
especifica filogeneticamente muito mais antiga do que se considerava até hoje.

Considerando a segunda hipotese sobre a filogenia desses neurbnios, o
primeiro estudo comparativo (Nimchinsky et al., 1999) considerou a presenca de
VENS exclusiva para humanos e grandes macacos (bonobo, chimpanze, gorila e
orangotango) ao passo que esses neurdnios foram relatados como ausentes nos
macacos do Velho Mundo e do Novo Mundo, nos prossimios e nos “simios
inferiores” (Lesser Apes). Tais dados levaram a concluir que os VENs “surgiram”
nos hominideos had 15 milhdes de anos, quando os hominideos 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 hipétese que se tinha até ha 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 milhdes de anos atrds, enfrentou pressGes ambientais que
selecionaram alguma nova capacidade de processamento de informactes
que os VENSs pudessem fornecer. Tais pressfes podem ter incluido, entre
outras, 0 surgimento de grupos sociais maiores e mais complexos
(exigindo que os individuos se modelassem e respondessem as intencdes
de outros) e maturacéo sexual retardada (exigindo vinculo materno-infantil
de longo prazo). A propria encefalizagdo pode ter criado uma presséo que
favoreceu os cérebros contendo VENSs, especialmente se os VENs
forneceram uma capacidade adicional, como uma rpida conducédo de
impulsos de longo alcance; rapida soma dos ‘inputs’ sinapticos
convergentes ou uma alternancia entre redes neurais reciprocas

distribuidas, das quais cérebros grandes podem se beneficiar.

Se considerarmos que os VENs sdo uma populacéo neuronal especifica e
gue os neurdnios observados por Pellicer et al. (2022) possam ser de fato VENSs,
tais células teriam “surgido” ha muito mais tempo que os 15 milhdes de anos
sugeridos anteriormente. Isso porque devemos considerar que 0s seres humanos
e os roedores divergiram do seu ancestral comum em algum momento entre 80 e
96 milhdes de anos atras (Nei; Xu; Glazko, 2001; Rat Genome Sequencing Project
Consortium, 2004; Zhang et al., 2010). Essa possibilidade faria com que fosse
necessaria a reavaliacdo sobre a funcdo dos VENs nos circuitos neuronais de
mamiferos ao longo da evolucédo natural e levanta questionamentos sobre o porqué
das espécies que apresentam essas células terem sido selecionadas ao longo do
processo de evolucdo das espécies. Por outro lado, caso os VENs sejam o
resultado de um processo evolutivo convergente (o0 que implicaria considerar que
“surgiram” independentemente em varias espécies, ndo sendo procedentes de um
ancestral comum entre elas), sera preciso determinar qual (ou quais) pressao
seletiva fez com que tantos mamiferos exibissem concomitantemente neurdnios
classificados morfologicamente como VENs em areas corticais muito especificas
(especificamente o ACC e o FI).

Pellicer et al. (2022) ainda propde que neurdnios VEN-like de ratos podem
se apresentar heterogéneos quanto as suas ramificacdes dendriticas. Isto €, alguns

neurénios podem ter arborizacdo dendritica esparsa, com poucas ramificacdes e
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ramos colaterais, enquanto outros neurbnios apresentaram uma arborizacao
dendritica com mais ramificacbes e ramos colaterais. A descricdo dessa
heterogeneidade vai ao encontro da diversidade morfolégica dos VENs de l1amina
cortical V do ACC humano relatada em Correa-Junior et al. (2020). Tendo-se em
consideracdo que as arborizacbes dendriticas podem apresentar uma grande
variedade de formas e diferentes numeros de ramificagbes dependendo da area e
camada cortical em que o0 neurdnio esta presente e que, adicionalmente, essas
caracteristicas morfolégicas podem ser influenciadas por expressdo genética,
ambiente e demanda sinaptica local (Stuart; Spruston; Hausser, 2006; Chavlis;
Poirazi, 2021), variabilidade fenotipica em relagdo aos dendritos dos VENSs poderia
acontecer em varias espécies (como nos ratos). Uma vez que a transmissao
sinaptica requer um contato entre axénio e dendrito, a forma, o comprimento e a
distribuicdo espacial dos dendritos determina quantos e quais axbénios podem
chegar até eles (Stepanyants; Chklovskii, 2005; Wen et al., 2009). Ou seja, o padréao
de ramificacdo dendritica determina quais e quantos inputs sinapticos um neurénio
pode receber (Yuste; Tank, 1996; Wong; Ghosh, 2002; Emoto, 2011). Isso é
especialmente importante na discusséo sobre 0os achados sobre os VENs de forma
geral uma vez que esses dados indicam a possibilidade de plasticidade sinaptica
para processamento de informacfes em diferentes espécies. Infelizmente, ndo ha
dados disponiveis na literatura cientifica sobre a ramificacdo dendritica e/ou
caracteristicas dos espinhos dendriticos de neurénios classificados como VENs em
espécies que ndao a humana. Esse fato configura possibilidades futuras para o
estudo do VENs com a presente abordagem metodologica.

Além da heterogeneidade dendritica e de espinhos vista nos VENs do ACC
humano (Correa-Junior et al., 2020), os corpos celulares desses neurdnios, além
de exibirem certa variabilidade quanto a sua forma (Nimchinsky et al., 1995),
também podem apresentar variabilidade de tamanho. Gonzéalez-Acosta et al. (2022)
fizeram consideracbes sobre os corpos celulares dos VENs distribuidos em

diferentes regides corticais humanas, a saber:

O grande tamanho do corpo celular dos VENs sempre foi uma
caracteristica predominante da sua forma. No entanto, esta ndo é uma

caracteristica invariavel nas diferentes regifes corticais onde eles estao
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presentes. Um estudo da camada V do cortex cingulado anterior humano
(area de Brodmann 24, BA24) mostrou que os VENs tém um volume
médio de corpo celular de 20.822 pms3, atingindo um tamanho 4,6 vezes
maior que o corpo celular dos neurbnios piramidais da mesma camada
cortical (Nimchinsky 1999). Em contraste, um estudo mais recente propds
rotular essas células como VEN 1, VEN 2 e VEN 3, de acordo com sua
forma em BA24, com comprimentos axiais de 37,5 ym, 44,1 ym € 43,8 um,
respectivamente (Correa-Junior et al., 2020). Uma comparacao da area
de superficie do corpo neuronal dos VENs na porcao dorsomedial de BA9
e BA24 indicou que VENs sdo menores em BA9 (536 um?2+ 161,5 um?) do
que em BA24 (627,5 um? £ 96,92 uym?) (Gonzalez-Acosta et al. 2018).
Descobrimos recentemente que os VENs também estao localizados na
superficie medial do cértex frontopolar humano. Em nosso estudo, a area
do soma dos VENs foi medida em 369,29 um? nesta regido, em oposi¢édo
a 257,11 ym? para células piramidais na mesma camada; ou seja, a
proporcao de tamanho de célula VEN:piramidal foi de aproximadamente
1,5 (Gonzalez-Acosta et al., 2018). Esses dados sugerem que o tamanho
do corpo celular do VEN varia de acordo com a regido cortical onde essas
células estdo localizadas e que sdo menores no lobo frontal. Apesar de
apresentarem variacoes regionais, os VENs sdo sempre maiores que 0s
neurdnios piramidais com os quais compartilham a mesma localizacéo

laminar.

A variabilidade do tamanho do corpo neuronal dos VENs em diferentes
regides corticais humanas levanta a possibilidade de que o tamanho do soma
desses neurdnios possa estar relacionado com outra implicacdo morfol6gica e/ou
funcional como, por exemplo, o0 soma de menor tamanho dos VENS presentes nas
regides BA9 e BA10 poderia indicar que seus axdnios nao se estendam a longas
distancias (Gonzalez-Acosta et al., 2022). A compreensado sobre 0s VENs dessas
regibes corticais adicionais ainda passa por conhecer importante lacuna no
conhecimento que é a arquitetura dendritica desses neurdbnios. A presenca de
VENs em BA9 e BA1O0 foi relatada, respectivamente, por Fajardo et al. (2008) e
Gonzalez-Acosta et al. (2018). Fajardo et al. (2008) utilizaram a técnica de Nissl e
buscaram a presenca dos marcadores neuronais ndo especificos para VENS,
NeuN e MAP2 (proteina associada a microtubulo tipo 2). Gonzalez-Acosta et al.

(2018) usaram a marcacao para NeuN. O fendtipo tipico dos VENs em relacdo ao
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corpo celular e dendritos primarios foi observado com todas tais técnicas. Porém,
em nenhuma das publicagBes a arborizacdo dendritica completa é descrita, visto
que essa foi uma limitacdo metodolégica (embora Fajardo et al. [2008] tenha
utilizado MAP2, os autores ndo descrevem a arborizacdo dendritica completa
dessas células). Sendo assim, os dendritos e 0s espinhos dendriticos dos VENs de
BA9 e BA10 ainda necessitam ser descritos. O hiato no conhecimento sobre a
arquitetura dendritica dos VENs também ocorre para outras espécies que ndo a
humana. Raghanti et al. (2015) apresentam fotomicrografias dos somas e dos
dendritos primarios de VENs presentes em “baleias-da-Groenlandia”, vacas,
ovelhas, veados, cavalos, porcos e damdes-do-cabo (rock hyrax) corados com a
técnica de Nissl. Ou seja, por sua caracteristica, a técnica de Nissl permite apenas
a visualizacdo do soma e da porcéo inicial dos dendritos primarios. Outros estudos
comparativos sobre os VENs em mamiferos ndo humanos também n&o descrevem
a arquitetura dendritica dessas células (Butti et al., 2014; Jacob et al., 2021).
Portanto, a técnica de Golgi aliada a reconstru¢do 3D de imagem como aqui
descritas podem ser aplicadas futuramente para estudo dessas estruturas
neuronais a fim de se obter informacdes adicionais sobre 0s aspectos morfoldgicos
dos VENs de humanos e de véarios outros animais a fim de elucidar as
caracteristicas morfolégicas e possiveis relacdes entre forma e funcdo dessas
células em diferentes regides corticais.

Adicionalmente, deve-se atentar a classificacdo dos neurénios com base em
multiplos critérios atuais (Gouwens et al., 2020; Close; Long; Zeng, 2021). As
primeiras tentativas de classificagdo neuronal foram feitas com base em critérios
morfolégicos (como os aspectos das ramificagcdes dendriticas e forma do corpo
celular) e com base na localizag&o cortical das células neuronais (Ramon y Cajal,
1904; Yuste et al, 2020). Mais recentemente, técnicas genéticos,
imunohistoquimicos, eletrofisioldgicos e bioquimicos auxiliaram na classificacéo e
possibilitaram distinguir subpopulacdes especificas de neurdnios (Cembrowski;
Spruston, 2019; Gouwens et al., 2020), embora nao haja um consenso sobre quais
métodos formariam uma base ideal para a classificacéo celular (Yuste et al., 2020).
Nesse contexto, os dados apresentados no presente trabalho abrem importante

discusséo sobre o que pode ser considerado como um VEN (Banovac et al., 2019,
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2021; Fuentealba-Villarroel et al., 2022; Gonzalez-Acosta et al., 2022), quer seja
um tipo de célula neuronal conservada ao longo da evolugcdo, uma modificacao
morfolégica de neurbnios piramidais ou um tipo de célula especializada,
regionalmente distinta e seletivamente evoluida no cortex cerebral (Banovac et al.,
2019, 2021; Fuentealba-Villarroel et al., 2022). A morfologia deve se somar as
técnicas complementares no estudo sobre os VENSs objetivando uma classificagéo
uniforme dessas células. Critérios adicionais baseados na parametrizacdo de
propriedades eletrofisiologicas, busca por marcadores genéticos e moleculares
mais especificos e abordagens que visam identificar homologia entre espécies sao
alguns exemplos de técnicas que podem contribuir para alcancar tal objetivo (Yuste
et al., 2020). Por exemplo, complementar a morfologia dos VENSs, 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 neurdnios piramidais como referéncia, Yang et al. (2019), por meio de
microdisseccdo a laser seguida de sequenciamento de RNA, identificaram a
expressao de 344 genes relacionados com morfogénese, ramificacdo dendritica e
mielinizacdo de axénios associados aos VENs do ACC e FI de humanos, sendo
que 215 genes mostraram maior expressao e outros 129 genes menor expressao
especificamente em VENs quando comparados com neurdnios piramidais de
mesma camada. Hodge et al. (2020), por meio do sequenciamento de RNA de
célula unica (scRNA-seq), sugeriram que os VENs da camada cortical V do FI
humano sdo neurbnios extratelencefalicos regionalmente distintos dos neurdnios
piramidais de mesma camada. Adicionalmente, Hodge et al. (2020) fizeram o
primeiro registro eletrofisiolégicos dos VENs do FI humano usando patch-clamp e
mostraram que esses neurdnios possuem propriedades intrinsecas de membrana
distintas dos neurénios piramidais de mesma camada cortical (embora esse dado
tenha que ser considerado com cuidado tendo em vista que o registro foi feito em
apenas trés ceélulas disponiveis e obtidas de paciente submetido a cirurgia para
epilepsia).

O consenso sobre a classificacdo dos VENs (Banovac et al., 2019, 2021)
deve ser alcancado no futuro proximo pela integracéo dos resultados morfolégicos

e 0 uso de técnicas que busquem avaliar o transcriptoma de VENs. Um dos mais
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promissores relaciona-se com a analise de dados de scRNA-seq que fornecem uma
nova maneira promissora de definir os tipos de neurdnios (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 neurénios individuais e de milhares a milhdes de células
(Gouwens et al., 2020). A “transcriptdmica espacial” (Spatially Resolved
Transcriptomics) tornou possivel a caracterizacdo da expressao de centenas ou
milhares de genes em neurbnios ao mesmo tempo que preserva a estrutura
microscoépica 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 € possivel obter registros
eletrofisioldgicos, obter o perfil transcriptdmico 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 transcriptbmico, a localizacdo anatdbmica, a forma e as
propriedades eletrofisiolégicas de um mesmo neurbnio possibilitando uma
classificacdo plena e integrada. Para a classificacdo neuronal, Yuste et al. (2020)

propdem que

A transcriptdmica de células individuais estd permitindo, pela primeira vez,
medicbes sisteméticas de alto rendimento de células corticais e geracéo
de conjuntos de dados que prometem ser completos, precisos e
permanentes. As analises estatisticas desses dados revelam
agrupamentos que geralmente correspondem a tipos de células
previamente definidos por critérios morfoloégicos ou fisioldgicos e que
parecem conservados em areas corticais e espécies. Contando com isso,
propomos a ado¢éo de uma taxonomia baseada em transcriptoma de tipos
de células para o neocértex de mamiferos. Essa classificacdo deve ser
hierarquica e utilizar uma nomenclatura padronizada. Deve ser baseada
em uma definicao probabilistica de um tipo de célula e incorporar dados

de diferentes abordagens, estagios de desenvolvimento e espécies.

Idealmente, a morfologia e todas as abordagens complementares devem
convergir e terem concordancia entre si a fim de classificarem os VENS como uma

determinada populacdo neuronal. Considerando que “analises estatisticas de
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dados de transcriptoma mostram clusters (grupos) que geralmente correspondem
a tipos de células previamente definidos por critérios morfolégicos” (Yuste et al.,
2020), seria fundamental avaliar se o0 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,

citoarquitetdnicos e funcionais neurais.

Complementando, para estudo da forma neuronal, foi apresentado um
método para reconstrucdo 3D de espinhos dendriticos de neurénios humanos
impregnados pela técnica de Golgi. Para tal, foi utilizada a ferramenta de
classificacdo de “pixels” do “software” ilastik para a segmentagcdo de imagens
obtidas a partir de imagens de microscopia de luz. Em cada etapa do procedimento,
comparamos continuamente as reconstrucdes as imagens originais obtidas com a
microscopia a fim de néo incluir artefatos nem distorcer o nimero original e a forma
dos espinhos dendriticos amostrados. Isso gerou confiabilidade de que as
reconstrucdes 3D estavam adequadas e fidedignas e que o0 presente e novo
meétodo pode ser empregado em estudos futuros para o estudo da forma neuronal
e dos detalhes morfologicos relevantes dos espinhos dendriticos e sua relagdo com
a hodologia neuronal e plasticidade sinaptica.

Por ser, indiscutivelmente, uma das etapas mais desafiadoras de analise de
bioimagens (Meijering et al., 2016), a etapa de segmentacdo ainda restringe a
elaboracéo de reconstrugdes 3D (Liu et al., 2021). Elementos como diversidade de
formas de um objeto de estudo, bordos néo definidos entre objetos e fundo de
microscopia, como “ruido” de imagens, dificultam ainda mais o processo de
segmentacéo (Tripathi et al., 2012; Meijering et al., 2016). Desafio adicional envolve
as imagens de neurénios impregnados pela técnica de Golgi uma vez que questdes
inerentes a técnica fazem com que existam variagdes sutis de contraste das
estruturas impregnadas pelo nitrato de prata de uma seccao histoldgica para outra
ainda que proveniente da mesma amostra. Essas variagdes de contraste precisam
ser levadas em consideracdo em qualquer método que tente elaborar

reconstrucdes 3D a partir das imagens de microscopia, 0 que faz com que haja
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limitacbes em outros procedimentos e o aprendizado de maquina tenha sido
relevante para os presentes resultados satisfatorios.

A acéo entre um observador experiente e “software” que utilizam algoritmos
de aprendizado de maquina para a segmentacdo de imagem é muito adequada
para a elaboracéo de reconstrucdes 3D de espinhos dendriticos a partir da técnica
de Golgi. Enquanto o observador “ensina” a maquina o que € dendrito/espinho e 0
gue é fundo de microscopia, a maquina, de acordo com o que foi mostrado pelo
observador, “aprende” e generaliza para o restante das imagens o que “ela’
aprendeu. Especificamente em relacdo ao ilastik, isso funciona especialmente bem.
Isso porque o ilastik cria em tempo real a segmentacao de imagem e esta pode ser
conferida imediatamente pelo observador ao passo que 0s erros cometidos pela
maguina podem ser prontamente corrigidos. Essa interatividade permite que o
usuario seja capaz de elaborar segmentacdes de segmentos dendriticos simples
(com poucos espinhos e com pouca variagao de contraste) em um curto espaco de
tempo enquanto, nos segmentos “mais desafiadores” (com muitos espinhos
pleomérficos e/ou com grande variagdo de contraste), pode-se conseguir
excelentes resultados ao fornecer a maquina mais exemplos corretos sobre o que
cada uma das regifes da imagem representam e ao corrigir erros existentes. Neste
contexto, uma das questdes que surge é quando parar de “ensinar’ a maquina. No
Nnosso caso, paramos quando a segmentacdo representou da maneira mais
adequada possivel todos os segmentos dendriticos (sem “furos”, “buracos” ou
gualquer tipo de distor¢cdo) e todos 0s espinhos e seus respectivos pescocos e
cabecas, sem criar artefatos ou reconstrucdes 3D finais inadequadas.

O presente méetodo pode ser util 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 avanco da idade e/ou com doencas
neuroldgicas e psiquiatricas. Em relacdo a idade, Benavides-Piccione et al. (2013)
analisaram, por meio de injecOes intracelulares do corante Lucifer Yellow e
posteriores reconstru¢des 3D de imagens fluorescentes, mais de 8.900 espinhos
ao longo dos dendritos apicais e basais de neurbnios piramidais de lamina cortical
[l do cortex cingulado de dois homens (falecidos aos 40 e 80 anos). Houve reducéao

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 nimero na amostra proveniente da pessoa que havia falecido com 80 anos
(Ofer et al., 2022). Esses achados poderiam sugerir alteracdes seletivas nos
espinhos dendriticos humanos ao longo do envelhecimento, mas se baseiam em
somente um caso e os pesquisadores tiveram que “completar’ as imagens dos
espinhos dendriticos que ndo puderam ser reconstruidos 3D adequadamente com
outro “software”.

N&do obstante, certas doencas neurolégicas geram mudancas nas
caracteristicas dos espinhos dendriticos. Por exemplo, na doenca de Alzheimer,
ocorre uma acentuada diminuicdo do numero de sinapses e de espinhos
dendriticos de neurbnios do hipocampo e de regides neocorticais (Walsh; Selkoe,
2004; Knobloch; Mansuy, 2008). Na doenca de Parkinson, além da diminuicdo do
comprimento das ramificagdes dos dendritos, também foi vista uma diminuicdo do
numero dos espinhos de neurbnios da substantia nigra pars compacta (Patt et al.,
1991). Alteracbes das caracteristicas morfoldégicas dos espinhos também foram
observadas em outras situacées neuroldgicas e psiquiatricas como na doenca de
Huntington (Ferrante; Kowal; Richardson, 2001; Murmu et al., 2013), transtorno do
espectro autista (Hutsler; Zhang, 2010; Gouder et al., 2019), sindrome de Down
(Takashima et al., 1994; Real et al., 2018), esquizofrenia (Garey et al., 1998; Glantz,
Lewis, 2001; Kolluri et al., 2005), depressao (Lorenzetti et al., 2009; Sawyer et al.,
2012; Moda-Sava et al., 2019), dentre outras doencas (vejam-se Chidambaram et
al., 2019; e Baczynska et al., 2021 para revisdes de literatura sobre o tema). Esses
dados reforcam a concepcéo que a analise dos espinhos dendriticos a partir de
imagens microscopicas associadas as reconstru¢cdes 3D em estados normal e
patolégico constitui-se, assim, elemento-chave para a compreensdo dos
mecanismos de plasticidade neuronal e dos mecanismos envolvidos com o
surgimento e avanco de doencas que afetam o0 sistema nervoso humano
(Baczynska 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 reconstrucdo 3D de espinhos dendriticos também constitui
ferramenta para estudos comparativos entre diferentes espécies. Por exemplo,
neurénios do cortex cerebral humano apresentam maior densidade de espinhos e
tais espinhos apresentam-se com cabecas maiores e com pesco¢os mais
compridos quando comparados com o0s espinhos dendriticos de neurbnios na
mesma ou em diferentes localiza¢des corticais em ratos (Benavides-Piccione et al.,
2002; Ballesteros-Yariez et al., 2010). Por exemplo, Ofer et al. (2022) estudaram os
espinhos de neurénios de lamina cortical Il do cortex cingulado de humanos com
neurdnios piramidais de lamina Il do cértex somatossensorial de ratos. Os
espinhos dendriticos humanos apresentaram-se com maior tamanho e
comprimento comparativamente (Ofer et al., 2022). Essas diferengas morfolégicas
entre as espécies tém importante significado pois impactam nas propriedades
sinapticas ao representarem maior chance de compartimentalizacdes elétricas e
bioguimicas particulares para cada sinapse em cada tipo de espinho. O método
aqui apresentado abre igualmente novas possibilidades para estudos comparativos
sobre distribuicdo, numero, forma e volume dos espinhos por meio de
reconstrugdes 3D.

A segmentacdo de imagens de espinhos de neurdnios impregnados pela
técnica de Golgi — e, consequentemente, a elaboracédo de reconstrucbes 3D — é
uma tarefa computacional com potencial de estar plenamente resolvida nos
préximos anos devido aos novos algoritmos computacionais promissores que
utilizam aprendizado de maquina e, especialmente aprendizado profundo (deep
learning), como estratégia de funcionamento (Lucas et al., 2021). O aprendizado
profundo € uma subclasse do aprendizado de maquina (Laak; Litjens; Ciompi,
2021). Ele possibilita que modelos computacionais formados por varias “camadas”
de processamento aprendam e representem dados com Vvarios niveis de abstragéao,
mimetizando como o cérebro humano percebe e entende informacdes (Voulodimos
et al., 2018). Em algumas tarefas especificas (como a segmentacao de imagens),
o aprendizado profundo tem se mostrado capaz de superar métodos convencionais
baseados em aprendizado de maquina ao permitir a elaboracdo de modelos de
predicdo com desempenhos tdo 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 relacdo a analise de imagens médicas ao
ser capaz de detectar retinopatia em fotografias de fundo de olho (Gulshan et al.,
2016), classificar cancer de pele a partir de fotografias de pele (Esteva et al., 2017)
e detectar metastases tendo como base imagens microscopicas de tecido linfatico
corado com hematoxilina e eosina (Bejnordi et al., 2017). Recentemente, o
aprendizado profundo superou consistentemente radiologistas na discriminacao de
resultados de radiografias toracicas com as principais doencas que afetam essa
regido anatbmica (Hwang et al., 2019). A popularizacdo de algoritmos que utilizam
o aprendizado profundo para a tarefa de segmentacédo de imagens e que tenham
uma interface “amigavel’ para usuarios que ndo possuem conhecimento
computacional avancado estd possibilitando analises de imagens, como as
descritas, que ha pouco tempo eram impossiveis. De fato, “software” livremente
disponibilizados que utilizam ferramentas de aprendizado profundo como o
DeepMIB (Belevich; Jokitalo, 2021), Cell Profiler (McQuin et al., 2018), DeeplmageJ
(Gémez-de-Mariscal et al., 2021), Uni-EM (Urakubo et al., 2019), CDeep3M (Haberl
et al., 2018) e U-Net (Falk et al., 2019) ja foram utilizados, com sucesso, em muitas
tarefas envolvendo segmentacéo de imagens.

Esses algoritmos se tornam ainda mais poderosos quando combinados com
projetos de “ciéncia cidada” baseados na Web que contam com a ajuda de um
grande numero de voluntarios para resolver problemas de pesquisa cientifica. A
ciéncia cidada tem se tornado uma solucéo respeitavel e escalavel para apoiar
empreendimentos em varias areas da ciéncia (Khatib et al., 2011). Um exemplo
notorio de como algoritmos de aprendizado de maquina em conjunto com a ciéncia
cidadd podem resolver problemas cientificos na Neurociéncia € o EyeWire. O

EyeWire (https://eyewire.org/) € uma plataforma online em que o0s jogadores

interagem com uma interface visual para mapear as estruturas neuronais de
imagens obtidas por fMRI. As contribuicbes dos jogadores sdo combinadas com
classificadores de aprendizado de maquina para criar um mapa detalhado
tridimensional das conexdes dos neurdnios (Tinati et al., 2017). Com isso, avanca-
se consideravelmente no conhecimento sobre a caracterizacdo dos circuitos
neurais (Kim et al., 2014; Tinati et al., 2015, 2017). O mesmo poderia ser aplicado

para a elaboracdo de reconstrucbes 3D de espinhos de neurénios impregnados
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pela técnica de Golgi. Utilizando estratégias parecidas com as do EyeWire, ou seja,
aliando a ciéncia cidada a algoritmos de machine e deep learning, seria possivel
elaborar modelos computacionais que, apos input suficiente de dados, iriam atingir
um ponto em que conseguiriam segmentar essas imagens de interesse de forma
automatica. Um modelo computacional com essas caracteristicas seria 0 novo
‘estado da arte” para a segmentacdo dos espinhos dendriticos e,
consequentemente, seu estudo 3D com “software” sem custo e livre para utilizacao,
sem gastos com compra de produto ou licencas anuais impeditivas em termos de
orcamento para a Ciéncia em nosso pais, por exemplo. Ademais, enquanto para a
microscopia éptica estamos chegando no limite do que pode ser visto e extraido de
informagdes por conta de resolucdo fisica Optica, as mesmas ferramentas de
processamento de imagem ainda podem ser extremamente valiosas para o estudo
de neurdnios por meio de microscopia confocal ou de super-resolucdo, por
exemplo.

Outra possibilidade, embora dispendiosa, para detalhamento da
organizacdo sinaptica neuronal € aplicar uma variante da técnica de Golgi com
“‘desimpregnacao pela prata” e posterior coloragdo neuronal com ouro para
visualizar neurdnios usando microscopia eletrénica de transmisséo (TEM) com o
objetivo de observar e reconstruir tridimensionalmente a ultraestrutura dendritica e
sinaptica (Frotscher et al., 1988; Fairén; Smith-Fernandez, 1992). Ou seja, com
essa variante da técnica de Golgi é possivel coletar imagens do corpo celular e de
toda a extensdo dendritica dos neurdnios vistos sob microscopia Optica e, além
disso, proceder ao estudo ultraestrutural dos elementos pré-sinapticos e poés-
sinapticos com as imagens de TEM (Miller; Peters, 1981). As reconstrucdes 3D
feitas a partir da segmentacdo imagens sequenciais obtidas com microscopia
eletrbnica envolvem o uso do “software” ilastik para estudo da estrutura e organelas
em dendritos e axdnios, terminacdes axonais, vesiculas sinapticas e classificacédo
dos tipos de sinapses (Maco et al., 2013, 2014; Kreshuk et al., 2014; Cali et al.,
2015, 2019; Wernitznig et al., 2016; Lee, H. et al., 2019; Imbrosci; Schmitz; Orlando,
2022). Dessa forma, € possivel empregar o ilastik para espinhos dendriticos e gerar

maior aprofundamento de detalhes da estrutura sinaptica por meio da segmentacao
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de imagens provenientes das microscopias Optica e eletrbnica. Para os VENs
humanos, tal tipo de estudo € inédito.

Por fim, é importante considerar as limitacdes dos estudos que buscam
descrever a forma neuronal. O tecido encefalico humano postmortem passa por
mudancas autoliticas inevitaveis ap0s a morte e pelas etapas para o
processamento histolégico para posterior visualizagdo microscopica (Zeba et al.,
2008; Dall'Oglio et al., 2010, 2013, 2015; Reberger et al., 2018). Por exemplo, a
analise dos dados morfométricos deve levar em consideracdo que as medidas do
corpo celular neuronal e dos dendritos podem n&o ser as mesmas do que as in vivo
uma vez que o tecido pode sofrer retracao devido a fixacao e as etapas histolégicas
de retirada de agua e lipidios do tecido (Correa-Junior et al., 2020; Fuentealba-
Villarroel et al., 2022). Em alguns casos, o numero de espinhos do tipo achatado e
a identificacédo de espinulas podem ficar comprometidos (Fiala et al., 2002; Garcia-
Lépez et al., 2007; Dall'Oglio et al., 2015). Além disso, no caso do método aqui
elaborado para a reconstrucdo 3D dos espinhos, € 0 usuario quem decide e
‘ensina” a maquina como os “pixels” da imagem devem ser classificados. Nessa
etapa, erros de interpretacdo podem ocorrer e prejudicar a segmentacdo. Portanto,
os critérios de inclusdo do tecido e dos neurdnios que serao estudados, assim como
o cuidado na classificagdo dos “pixels” para a segmentacdo de imagem, sao
essenciais para a elaboracdo de um estudo adequado que busque descrever a
forma neuronal de forma fidedigna e de acordo com as melhores praticas

cientificas.
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5. CONCLUSOES

1) As reconstrugdes elaboradas com “software” open-source viabilizaram um
estudo detalhado sobre a forma 3D do corpo celular, padrdo de ramificacdo e
distribuicdo espacial dos dendritos além da presenca, distribuicdo, densidade e
tipos dos espinhos dendriticos de neurdnios humanos impregnados pela técnica de
Golgi e observados sob microscopia de luz em campo claro;

2) Os dados obtidos referentes a heterogeneidade na forma 3D dos VENs
presentes no ACC e dos spindle-shaped neurons pertencentes as regides anterior
e intermediéria do PC devem ser levados em consideracao nas discussdes sobre
citoarquitetura de cada uma das areas estudadas, com possibilidade de aplicacao
para comparacOes filogenéticas e ontogenéticas e para o funcionamento de

grandes circuitos neurais do encéfalo humano em situacdes normais e patoldgicas.

3) O aprendizado supervisionado de maquina se constitui como ferramenta
importante para segmentacdo de imagens microscépicas para posterior
reconstrucao 3D de espinhos dendriticos de neurénios 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 ndo serd mais uma restricdo para
estudos futuros com reconstru¢des 3D dos espinhos dendriticos para descricéo e

compreensao da forma plena neuronal relevante a cada area do sistema nervoso.
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6. PERSPECTIVAS

1) Utilizar o método apresentado para reconstrugdo 3D e estudar a forma,
numero e distribuicdo dos espinhos dendriticos de neurdnios piramidais e de VENs
do ACC em casos normais e em doencas neuroldgicas e psiquiatricas, como a

doenca de Alzheimer e deméncia fronto-temporal.

2) Estudar a estrutura do corpo neuronal, dos ramos dendriticos e dos
espinhos dendriticos dos VENs presentes em BA9 e BA10 de seres humanos por

meio da técnica de Golgi seguida de reconstrucdes 3D;

3) Usar a variante da técnica de Golgi com “desimpregnacao pela prata” e
posterior coloracdo neuronal com ouro a fim de utilizar a TEM para obtencao de
imagens sequenciais que mostrem a ultraestrutura sinaptica de VENs do Fl e ACC
humanos e prosseguir para a elaboracdo de reconstru¢cdes 3D das estruturas
observadas por meio de segmentagéo de imagens com “software” open-source que

utilizem estratégias de aprendizado de maquina.

4) Tornar a presente metodologia disponivel para que demais pesquisadores
possam utiliza-la nas mais diversas areas do sistema nervoso humano e projetos
de pesquisa onde morfologia se associa com funcionamento de forma inseparavel
mormente na relagdo entre espinhos dendriticos, transmissdo e plasticidade

sinaptica.
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8. ANEXOS )
Anexo I: Parecer de aprovacdo do CEP (Comité de Etica em Pesquisa) da

UFCSPA. Projeto aprovado com o numero de parecer 3.285.063.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE

CIENCIAS DA SAUDE DE W
PORTO ALEGRE

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Morfologia dos newdnos no continuum subcorical-glocortical-neocortical humano

Pesquisador: ALBERTO ANTONIO RASIA FILHO

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: D6273619.7.0000 5345

Instituigho Proponente: Universidade Faderad de Cléncas da Saoude de Parto Alagre
Patrocinador Principal; Financiamanto Propno

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.285.063

Apresentacio do Projeto:

O presenta projeto utdizara limmas histolégicas empregadas em projetos aprovados amMenormente @ que
coMém newdnios mpregnades pela prata de acordo com a iéenica de Golg modificada para tecido humano
post mortem de 7 homens, entre 51 a 83 anos, que faleceram de causa ndo wiolenta e sem doengas
neuralogicas oo psiguidtricas. A técnica da taning, ualmente @& realizada, servira para identifiicacao
complementar da citoarquitetura de cada area de interesse, Apds serem selecionados por critéros
qualitatves, os diferentes neurdnios impregnados pela téanica de Golgl & presentes nos ndclecs medial e
cortical da amigdala, hipocampo propno, neocorex (obo temparal, conex cingulado antedor @ pré-cun2o)
serdo fetas reconstrugles 30 da imagens de microscopia de luz para estudo do corpo celular, ramificagdo
dendritica e oriemacdo espacial de seus ramos. Em mawor magnificacio, serdo leitas recanstrugdes 3D de
imagens microscapicas dos espinhos dendriticos & estudados guanto a sua presenca,
distribulgio,gensidade e forma nos diferentes neurlnios de cada area de interesse.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

-Descrever a lorma neurcnal, estrulura dendritica detalhada e aspecto ridimensional da presencs,
dstribuicio, ndmero e déerentes formas dos espinhas dendriticos nos neurbnios de regides
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subcortical amigdaloide. slocorical & neocormical bumarss empregando-se [enica da Boning pars estudo da

croarqutsturg local @ yananee do mesado dg Golgl para caracierizacie da morologa newonal seguida de
raponalrugio 30 Ge fmagan obtca por microscopla de iz

Comimnngla oo Fascs ST

Cibjathed Secundinc

identificar, caracierizar & deserever ditalhasdamente os neuandnios to Men, ACO, hipocamgao prapeio @
nnciriee (lbo wmparal como exemple, mais ACC @ PG apts reconsinucio 30 oe imagem paa cada
nec D die CANHA SR NErREE;

JDescraeyer detalhadamense a remificagio dendniscn o & prosenga, dsiibeicdo, densklade e os opos do
eapan s denidrifccs de cada um dos neurdns de caila drea neross dermilicela acima,

Asallagke dos Riscos ¢ Benelicios;

RigCoE;

A0 4 para A5 Brncces g i loram oilidas e se encaniram emn Bminas Msoliighcas para esiudo.
Bersdipos:

Esles dados modologicos BEshos gerans inagens de neuninios hemanos & posslshdade de reaciorns-as
com dockas ca beraura schne conexdes & uncionamemio de cada wna das &vas nenasas estudadas. Do
mersma forma. seeve s ooms referancial pars compargCises Wllras Som oadog b serem clidos em pacsanies
coim G as degrneralivas bl Darsioenos pEpEdrions que acomeiem cadn uma dessas reples cernbrais.

Comentirnos = Consideracbes sobre a Pesguisa

0 pioedn possul mievdncia acaddmica pois s propie o consmuir magans 30 de neundnios, em wdos 05
A MAMEN oS (ué 8 BEnics pol TIonina [eopasla peomilr. 8 pamn e amogiEs neais, com uso fulleo pars
comparacio com dados de literabura bam camo de comparagies futures com dados a serem obtdos em
i EnBaS, COm (OsEnGAS tegeneralivas 0 Farsiinmos DEiiEainces qus anametem cada wma decsas ragifies
cerebrais. Posshilile ainda formacio de recursos hismanas inkegrando pesguisa a cringéo de recursos
AifAnCOs IREMME COM USE Ba8 1eonas por Tienina & Galgl

Conaideraches solre o5 Termos dé apressmacio obrigaldria:
Todes apreaentains, inclsyse dooumertacho complementar sofictada, Justilicende a d=pensa de TOLE
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Conclusies ou Pendéncias & Lista de Insdequagdes:

Fzmhuma.

Consideragdes Finais a critéric do CEP:

e acondo com O perecer do Relain,

Este parecer (i elaborade bassado nos documentos abaino relacionados:
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Anexo Il: Parecer de aprovacdo do CEP (Comité de Etica em Pesquisa) da

UFCSPA. Emenda aprovada com o numero de parecer 4.787.433.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE

CIENCIAS DA SAUDE DE  “GRGram
PORTO ALEGRE

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Morfologia dos newrdnios no continuum subcortical-alocomical-neocontical humang

Pesquisador: ALBERTO ANTONIO RASIA FILHO

Area Temaética:

Versdo: 6

CAAE: 06272619,7.0000.5345

Instituigiio Proponente: Universidade Federal de C¥ncias da Sadde de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Fmanciamento Progrio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4./87.433

Apresentaciio do Projeto:

Trata-se de emenda, cuja justificativa foi retirada do arquivo Informagbes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGOES_BASICAS DO _PROJETO_1767344_EZ. DE 01/06/2021).

Informagfes basicas da PB, de 0U062021. conforme segue abaixo,

Prezados colegas do CEP/UFCSPA, Pela presente gostariamos de acrescentar coma adenda &o projeto
aprovago alguns pontos relevantes: 1) dada a oconéncia da pandemia covid-19 e o fechamento do
lahoratono de pesquisa desde margo de 2020 na UFCSPA, acrescentamos o Gimo Kem no Cronogramea gque
trata da obtenglio de dados e reconstrugdo 3D de magens microscopicas dos neurnios das areas de
estudo até 31/12/2022, um ano mais do que 0 previsto no projeto orginal. 2) A partir da resposta 4
notificagdo antenor anexa a este projelo. seguindo sua recomendagda, gostaria de comunicar que, no
presente projeto maior, encontra-se stuaknente o rabalho de mestrado da aluna Kétlyn Talise Knak Guera
[CPF 013437050-37) junto ao PPG em Neurociéncias da Universidade Federal do Rio Grands do Sul,
Intitulado "Reconstrugdo Tndimensional de Neurdnies do Ndcleo Medial da Amigdala e do Hipocampo
Préprio Humanos", Também se inche aqui 0 projeto de mestrado de Josué Renner (CPF. 040293610-80)
junto a0 PPG em Biocincias da UFCSPA, intitulado “Estudo sobre os newdnios de von Economo do cortex
fronto-insular humano", que se enguadra no contnuum anatdmico e funcienal subcortical-
alocorticalneocortical de surgimento, desanvolvimento e fungho desses neurdnios especificos, no
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wma do presants estudo manr. Todas as atwvidades experdmaentals aguardam liberacio pelo COE alou
recomendacies institucionais de blos=eguranca atualizadas constartemenie. Par fim, comerto gue ndo esta
S2N00 possivel Inciull 08 nomes Jos colboradones de foma eletrdnica (apesar de iInscraos com CPF valido
e terem CV cadastrada na Plataloema Lattes CNPg. por exemplo), na primeita pagina deste formulano, por
razfo demca desconhecida, fato pelo gual nscrevoseus nomes aqul. Sendo © gue havia para esie
momento & adenda, subscravo-me rospeliosaments, Prot Responsavel Afero A Rasa Fiiho (51
991161643 atenciosamente, Albero A Rasa Filhe Texto antecdor (quanco aprovado o proeto): O
OICAMPe0 dasie et & Zero porque 1ndas 85 Anvnas histologeas (& foram processadas @ 0S recursos de
infarmatca para as recanstrugées 30 dos nourSnios o seus espinhos dendriticos rstdo todos (& dsporives.
Poc causa desconhecida, o ssiema nlo permiiu & mclusso com nome & CPE ge dois alunos da pds-
graduacao gua participario deste projess. Mas, sito eles: Josué Rennes, CPF 040293610-80, ¢ Kéthn Talkse
¥nak Guerra, CPF 01343706027, ambos sob minha crientago cientiica

Conmonnihn (o Pareow A 28 &2

Objetivo da Pesquisa:

Obp@ama Pomano:

Cescrever a forma neuronal, estrutura dendritica detalhada e aspecto tridmensional da presenca,
disiribugde, namera e diferentas formas dos espinhos dendriscos nos newdnios de regiies subcortoal
amigdaloide, alecortical ¢ neocortical humanas empregando-ze tecnica da torina para estudo da
Gtoarquitetura local @ variants do método de Galgi para caractenzacdo da morfologia neuronal sequida de
reconstrucio 30 de imagem obtda por microscopa de luz,

Chjamva Securvdano)

ldentdicar, caractergar ¢ descrever detalhadamente os neurdnios do Med, ACo, hipocampo proprio e
necchitex (bo emporal coma examplo, mas ACC, PC e 1) apds reconstrxgaa 3D de magam para cada
neurtnio de cada area nervesa, Descrever detalhadamente a ramibcacio dendritica ¢ a presenca,
dis¥ibuat®0, cengidade e 08 Upas de espinhos dendrilicos de cada Lm dos newrdnios de cada &ea nevosa
ennficada acima,

Avaliacso dos Riscos e Benelicios:

Riscos.

N&o ha para as amaosiras que ja foram cbidas o se encontram om minas histodogicas para estudo. Nao
Sard quebrado o cOdo referenie a cada 1Bming & aMosira N0 Gecommrer 108 expenmentos. 1550 somente serd
felto no final do estuco para eaboracao do atigo centinco, sem
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menconas name ou incials do nome, somente ade, Tampo postmontéem para coleta da amostra, causa ds
morte ¢ e empregada,

Coamangba oo Paecs: 47997422

Benelioos:

Estes dados mortologicos basicos gerardio imagens de neurdnios humanos 8 possitxlidade de refaciond-las
com dacas g kterstura sobre conexdes & funcionamenia de cads Lma das &reas nervosas estudadas. Do
mesma forma, servem como referencial para comparagdes Aturas com dados a serem obtidos em pacientes
COM BOANGAS degeneralivas ou DANSIOMos PEQUAKICNs (Ue SoOMEItm CANA uma dessas repies coretrals.

Comentanos e Consideractes sobre a Pesquisa:

Conforme Wformagdes Basicas do projeto na PB, rata-se de projelo gue utiizard IAaminas histoldgicas
empregadas em projetos aprovados anfenomente e gue contém neurdnios impeegnados pela prata de
BCOI00 Com A tacnica de Golg modificada para tecdo humano post morem de 7 homens, entre 51 a 83
anos, que faleceram de cawsa nilo viclenta e sem doengas newroldgicas cu psiquidtncas. A técmca do
tlonina, lguakrente & realzada, seowd para identicac®o complemeniar da ctoarquietuea de cada drea de
interesse, Apés serem sebaconados por critdrios gualilatvos, oS dlerantes neurdnios impregnados pela
tHereca oe Goigh 8 presentes nos nickeos madial & corical da amigoaa, hpocampe propna, neccentax Jobo
temporal, conex cingulado antenor, ped-cineo & cortex iromo-nsulas, porte insular anterior) serdio feitas
reconsirucies 30 de imagens de microscopia de luz para estude do corpo celular, ramificacio dendritics e
orienacio espacial de seuy ramos. Em meior magrascacio, sedo leitas reconstruches 30 de imagens
microscopicas dos espinhas dendriticos e estudados quanto & sua peesenca, distnbuicdo, densdade =
forma nos diferenies neundinios de cada area de Interesse Cardnr acadimico, realzado para oblengas do
findo de Mestre da aluna Kétyn Talse Knak Guerra (CPF 013437060-37) junto 80 PPG &m Neurociéncias
da Universidade Fedoral do Rio Grande oo Sul, inteulado "Reconstrscdo Trckmensional de Neurdnios do
Nockeo Madial da Amigdala e do Hipecampa Prapoio Humanos®, obiencio de titulo de Mestre de Josué
Remes (CPF. 040292610-80) junto ap PPG em Bicoéncias da UFCSPA, mititulado "Estuco sobre os
neurdaios de yon Economo do cortex fromo-insular humano” | Patrocinada pelo propeio pesquisador

responsavel prncipal ALBERTO ANTONIO RASIA FILHO, Centros de pesquisa participanies no Brasil:

Unnvarsicade Federal do Rio Grande do Suf Instnao de Cléncias Basicas da Salde . Armazenamena do
AMOSIras em DAnco de material troldgico no Brasl ou fora: Sim; Justificativa: “Tratam-se de i&minas
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histologicas que podem ser mantidas para estudos IS UMs Wz qué 8 oblengRo de NOVAS AMOoSIras & o
sucesso na impregnacio hsologca com a wenca de Gakyl 8o bastanie dfices empyicamente, As Biminas
corespondentas a0s Processamentos Mistologicos prévios estio guardadas em local chaveado no
Laboratéeis de Marlologia e Fisalogia ds UFCSPA [ssa 300, prédia 1). Tratando-Se de emends, o projelo
Tol iniciacky em 07/DLZ019, com previsdio de tmino em J1/12/2022, conforme infoemado No arguivo
PE_INFORMACOES BASICAS 1767244 E2, de 01/06/2025

Coamangba oo Paecs: 47997422

Cansideracdes sobre o3 Termos de apresentacdo obrigatdria:
Vide campo “Conclustes ou Pendincias @ Lista de Inacequacies”, 58 houwar pandéncia em algum termo.

A Emenda solicha ampliagio 00 conograma de execugdo alé 3171202022, gevidamente justifcado em
funglio da pandemia cowd-19 & o fechamento do labaratario da pesquisa desde margo de 2020 na
UFCSPA, pars onlengdo de dados € reconsinucio 3D de imagerns microscdpicas 00s newdnios das areas
de estuda. Com isso, deverd ser enviado novo Tesma de entrega de relatdrios. com freguénca minma
amual, Lemivamas que segue valklo o 18rmo de entrega de relatdnos postado na PB em 11N2/2020. € que
esses deverda ser encaminhadas aa CEP UFCSPA para apeeciagio, medante Notficacdo.

Recomendagdes:

Vide campo “Condluslies ou Pandéncias @ Lista de Inacequacies”,

Conclustes ou Pendénclas e Lista de Inadequacdes:

A Emenda solicita ampliagio 00 cronograma de execucio alé 3171212022, devidamenie justificado em
funcdo da pandemia covid-19 e o fechamento do laboratdrio de pesguisa desde marco de 2020 na
UFCSPA, para oDIeNgAn da dados @ reconsarugan 30 de Imagens micrascopitas ias newndnias oas areas
de estudo. Com iszo, deverd ser enviado novo Termo de entrega de relatdrios, com frequénca minma
anual. Lembramos que segue valkdo o 1eemo de entraga de relatanes pastado na PR em 110272020, @ qua
esses Geverdo ser encaminbados ao CEP UFCSPA para apreciacio. medante Nodficacio.
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Campideragdes Finals & critério do CEP;
Considera: novas datas pare enirega de reladros. Mo fo envisde um momeo. ermo de entrega de relaléoos,

Solicamas lager Uma

RMBRCH AR ANEXAT B50R DNCINTENID,

Esta paracaer ol elaborado bassado nos documenios abalzo relacionados:
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 tin Projam 4 E3 po 14:40-47
Sulicitagdn Assinada | FespostaPendercaCEFZ0Macolizt.p| V02020 | ALBERTO ANTONIG| Acsic
peln Pasquisadar | of 13:13:47  |RASIA FILHG
Raespongavel
Dulros IO prO S SO Mo Ga2 DPOEI0R1. | 11022000 |ALBERTO ANTONIO| Aceiln
! 18:16:38 | RASIA FILHO
Crorograma ovnGronaqramez] 20aaa 2h. paf 13/02/2020 | ALESRTO ANTONIG] Acein
18:18:05 | RASIA FILHO
TCLE / Termos e | TELEnmean 2000, pdl 10972018 | ALBERTO ANTONID]  Acsln
Assenlimenia | 1003321 |RASIA FILHO
Justihcatva o
MEEEE
Paracer ANeior | PARRCECERRILD. pal TW0A010 |ALBERTO ANTOMID]  ACEn
Frqﬂﬂmhaﬂ:lj FTI:I]EEHELI:F:IH‘L‘IHEM!III:IJ.I.II:IEI: Eﬂ'ﬂ%gli Al BERTO AMTOMI Aceio
Brochura 10347 |RaS0s FILHS
i [
Fala de Rosin ﬂ'l.llbl:ﬂu-!ll.lﬂhs.pd CRMILEAOTYH |ALBERTO AMTONIG]  Aceiln
la:0045 |RSSWELHG 1
Dutros TeamOCOm PO MIBSoRNTga ARt | DEL2010 |ALBERTO ANTOMIC]  Acain
15:55:19 RASLA FILHS
Dutios I rOan =t AnLs, gl DEM1/2010 | ALBERTO ANTONID] Acsils
155657 |RASIs BLHD
Siaacho do Parecer:
AniorEn
Mecessita Apreciacio da COMEP:
MAD

Erceco:  Pus SameEeln mie 245

Basiro!
UE: NE

SanTess

CER @0 an-Lm

Munsipla:  PORTGALEGRE
Taleloeres: (51 30000804
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE

CIENCIAS DA SAUDE DE w
PORTO ALEGRE

PORTO ALEGRE, 17 de Jurnng de 2021

Comimagla oo Fauscs: L7741

Agsinada por;
Eervanda Bordignon Numnes
iCoordenadora))
Erddmiers: Fug Smrreein Lmie 245
Badrrn)  Samesia CEF a0 on-1m
UF: fs Munsipla:  PORTGALEGRE
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Anexo llI: Parecer de aprovacdo do CEP (Comité de Etica em Pesquisa) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) como instituicéo
coparticipante. Aprovado com o numero de parecer 5.036.809.
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- DA UNIVERSIDADE FEDERAL W
CEP DO RIO GRANDE DO SUL -
e PROPESQ UFRGS
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NoUBS I AN

pela instinwgio Copartici

pante

Elaborado
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titubo da Pesquisa: Morfalogia cos neurbnios ro contituum subcartical-socortical-nsocomcal humana

Pesquisador: ALBERTO ANTONIO RASIA FILHO

Arena Temdtica:

Versio: 2

CAAE: 06273619.7.3001.5347

nstituiGho Proponente: Uriversdade Fedaral do Rio Grande do Sul Instiuto de Ciéncias Basicas da
Patrocinador Principal: Francamenis Fropog

DADOS DO PARECER
NGmero do Parecer: 5.006.809

Apresentacio do Projeto;
Trata-se de um profelo de pesquisa sob a coordenacio do Pral. Dr. Alberio Antdnio Rasia Fitho, do
Deparamenio de Cléncias Basicas 0a UFCSPA,

O obgetwo da pesquisa & descraver a forma neuronal, & estrutora dendritica detalhacda & o aspecto
ridimensional da presenga, distnbuicdo, numero e déerentes formas dos espinhos cendriticas nos nedrénias
de regides subcortical amegdaionde, alocortical @ neocortical humanas eimpragando-se tEcnica da tonina
para estido da citoarguitetura local e varane do método de Golgl para caracterizagio da morfologa
neuronal seguida de ceconstrucda 30 e magem oblida por microscopia de luz

Conforme Informactes Basicas do projeto na P8, trata-<e de projeta que utilizach [Sminas histoldgeas
ampragadas em projelos apravados antedommente @ gue contém neurdoios impregnados pela prata de
acardo com a téonica de Golgl madificedda para teckdo humano post mariem de 7 homers, entre 51 a 83
anos, que faleceram de causa n&0 violenla @ sem doengas neurolégicas ou PSQuBiicas, A 18cnica da
sonia, igualmente @& realzada, senard para kentfcacso complementar da clicargueetura de cxla area de
imeresse. Apes serem salecionados por critéies gualilatvos, us dilerenles neurbnias impregnados peis
scnica de Golgt @ prasentes

Enderega: A, Patio Gara, 110 < Saks 311 de Pricio Ansan 1 s Retoos - Carmpres Crobo

Baire Fawpia CEP, o) 04090
UE: RS Numcighe:  POSTO ALEGAR
Telehone: (5112000378 Faor (51)3303.2026 Emall esca@peopes Uiy by

WG 0 e 4
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nos nicleos medial @ cortseal da amigdala, Hpocampa propeio, neoddrax (kbo temporal, cortex cinguado
avencr, pre-coneo & cdmax lronto-insular, pame Insular anvlior) sarso fetas reconsirugies 3D de imagens
de microscopia de luz para estudo do corpo cedutar, ramificagdo dendeitica e orientagio espacial de seus
ramas, Em maar magnificaclo, serao Ieras reconsirucoes 30 oe Imagens microscopicas dos espinhos
dendriticos e estudados quanio & sua presenca, dstribwicgho, densdade e forma nos diferentes neurdonos de
cada area do interesse Carter acagémica, realizago para obtencda de tinno de Mestre da aluna Ketlyn
Talkse Knak Guerra (CPF 013437060-37) junto a0 PPG am Neuroténtas da Unwvevsidace Federal do Rio
Grange do Sul, smirtulads "Reconstrucio Tnaimensional de Neuranics do Nicleo Medkal da Amegdala e do
Hipocampo Prépnio Humanas™, oktencao de titulo de Mestre de Josud Renner (CPF, 040293610-60] juro
ao PPG em Bicaidncias da UFCSPA, inttulado "Estuda sobre o8 neurénns de von Economo do conex
franto-Insulas humand”. O projeto esia cgado em RS0,00 (segundd 08 autores, Todoe (matena) necessanio
para & coleta de dados j& et disponivel e ndo b custos adicianais para estudo das [iminas hestoldgias ) ¢
cronagrama anginal ce execucdo de 24 meses

0 progesn encontra-se aprovado no CER da UFCSPA desde 2016 @ segue ap CEP-UFRGS em vriude de
adendo &0 projeto ongingd pedindo prorogagho de prazo avd 1122022 ¢ & ntusdo da aluna Kém Talse
Knak Guerrn, do PPG em Neurocetneas da Universklade Federal do R Grande do Sul

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primdeio:

Descrever a forma neuronal, estrutura dendritica detaihada e aspecto tndimensional da presencs,
distribucdo, nimero e Gferentes formas das espinhas dendriicos nos peurdmas de regites subcortical
amigdaloide. alocortical & neocortical humanas empregando-se 18cnica da tlioning para estudo de
cRoarguitetura local e variante (o méno de Golgi para caracterizacio da morlologa neuronal seguids de
reconstruclio 30 oe Imagem ahbda por mkroscopa de iz,

Objotivas Secundénos:

- identificar, caractenzar e gascrever detwnadamente 05 newdnios do MeA, ACO. hipecampo propio €
neocdnex (lobo lemporal como exemplo, mais ACC, PC e Fl) apds reconstrugdo 30 de imagem para cada
neurdnio de cada &Aea Nervosa.

+ Descrever detalhadamente a ramificaclo dendridca e a presenca, dstinbucto, densidads e s

Encweco: Av Pado Gama 110 - Sain 511 20 Fridio Aneon 1 oa Resone - Campus Certro

Bawrol Fanougia CEP! o 0400
uk: ns Nunsciplo:  POITO ALEGNE
Telefore: (513000373 Fax: |G113308-3065 Eomalk ot ff progeseg abge e
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tipes de aspmnhos dendrisces ce cada um dos neurdnias de cada area nervosa Kensficada acma,

Avaliagho dos Riscos e Beneliclos:

03 autores descravem o8 MSC0s como RScos “ndo ha para 8 amosiras que ¥ foram obtidas & se
encantram em Amimas hstoldgicas para estuda. NS serd quebrado o codigo relereme a cada [dmna ¢
AMQSEA N0 GRCOMer dos expanmentos, 1SS0 SoMente sard eito No inad do estudo para alaboracin da armgo
chentilico, SEM MEeNGOnar Nnome ou NCIais do nome, soments dade, 1empo Post-mortem para colets da
AMISITA, Causa da monte ¢ técnica emprogada”™

Quanto aos beneficios, s pesguisadores esclaecem que “estes dados modfolégicos bdscas gerardo
magens de neurdnios humanas e possbifidade de relaciona-las com dados oa arstura sobee conexes @
funconamento de cada uma das &reas nenasas estdndas. Da mesma forma, servem coma referencial
para comparactes hauras com dados a serem abtidos am paciantes com doangas dogeneralivas ou
ranslomos pSkUAlricos que Scometem caca uma dessas regides cersdrais’,

Comentanos e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Em refagio a0 pedido de esclarocmento a respeito da guestiio 4o semazenamento das amastras (ebanco
Vs, Borreposilona), 0% SUlOres SScreverm que as amosiras da pesquisa comespancem & um biorrsposiicng,
om que o material para esta pesGUSYprojeie

especitcalo) esth cob responsabildade 0o pesquiEador principal. A #lomMacao nBo L0l AlLAEZA0R NO CEMPD
de justhicatwva para retencio de amosiras para armazenamentoe em banco, & sim ne campo "Outras
wiormacles. psohicalivas ou consideragdes a ¢itdnio do pesquisador. Mlerd-£0 qué 0 PeSqUESANor CONMNuA
com problemas para abualear oetas campos da pesguisa, comamme relstaco pelo messma na versao anleno
da submissso do profeto,

Consideracdes sobre 08 Termos de apresentacho obrigatdria:

N&la & soreacentar.

Conclustes ou Pendéncias @ Lista de Inadequacdes:

Tendo sido atendidas as pendéncias relativas ao pedida de esclarecimento sobre a guestio do
armazenamanto das amosiras (biobanco vs, borrepositdrio), recomenda-se 8 aprovacso.
Consideracdes Finals a critério do CEP:

Aprovac.

Enceco: Av Pavdo Gama 110 - Sain 311 20 Prvdo Aneon 1 da Reesore - Campars Certro
Bawrol Fanougia CEP! o 0400

ur: ns Murncipio: POITTO ALEGNE

Telefore: (51)3000-373 Fax:  |S113308-3065 Eomaik ot ff progeseg abgs e
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

o™

Tpo Dotuenento Arguivo Postagem Autor Shuacio
Infarmagdes Bisicas| PE_INFORMAGOES BASICAS DO P | 01/10¢2021 ALeito
%, W oﬁ% ALBERTO ANTONIO| Acefto

44 RASIA ALHO
Outros fohaDeRosonbs. péd 2906/2021 |ALBERTO ANTONIC| Aceilo
TR | A ARTORID

Butros termocompromissarciatonos2 020e2021. I Aceito

| pt 191838 |RASIA AILHO

TCLE /! Termos de | TCLEDIOpe020L0. por 19032018 |ALBERTO ANTONIO| Aceild

Assentimento § 10:3321  |RASIA FILHO

Justiicatva da

Auséncia i e e o

Paracar Anerns ParecerCEP2010 pat 1N032019 |ALBERTO ANTONIO| Aceito
103220 IR, FILHO

Propeto Detathado /| FrojetoFlatalormaBra=itbs.doc 08012018 |ALBERTO ANTONIO| Aceilo

Brochura 16:02:47 |RASIA FAILHO

[ _

Oulros [EOCOMPOMISSOeniregarels1o6o pa! CEML2019 |ALBERTO ANTONIC| Aceilo

= l&%ﬂ_ [RASA BILHO

Qutros termoanisencanbs, pdl CEOL2018 |ALBERTO ANTONIO| Aceito
15:68:57 | RASIA FILHO

Situacdo do Parecer:

Aprovada

Necessita Apreciacio da CONEP:

Nao

PORTC ALEGRE, 14 de Outubio de 2021

Assinado por;
Patricia Daniela Melchiors Angst
(Coordenador(a))

Encweco: Ay Pavio Gama 110 - Sain 311 20 Frado Aneon | da Reesore - Campas Certro
Bawrol Fanougia CEPF! @ 0400

UF: ns NMumscipio: POITO ALEGRE
Telefore: (5113000370 Fax:  |511330R-5065
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Anexo IV: Capitulo publicado no livro Advances in Medicine and Biology

Trabalho adicional elaborado em conjunto com o Laboratério de Fisiologia
da UFCSPA ao longo do mestrado. O capitulo de livro se trata de uma overview
sobre dimorfismo sexual e o0 processamento de emocdes. A seguir, por questdes
relacionadas a direitos autorais, apenas a primeira pagina do capitulo est4 anexada
na presente dissertacdo. A publicagcdo possui o0 seguinte cddigo DOI:
https://doi.org/10.52305/QHIA1485.

A citacdo completa do capitulo € 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.


https://doi.org/10.52305/QHIA1485

In: Advances in Medicine and Biology ISBN: 978-1-68507-37740
Editor: Leon V. Berharde © 2021 Nova Science Publishess, Inc.
Chapter 5

SEX DIFFERENCES IN NEURAL PROCESSING
OF EMOTIONS: AN OVERVIEW

Keétlyn Talise Knak Guerra’, Leticia Biihler’,

Josué Renner’ and Alberto A. Rasia Filho™"
'Graduate Program in Neurosciences,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil
’Graduate Program in Biosciences,
Federal University of Health Sciences of Porto Alegre, RS, Brazil
*Department of Basic Sciences/Physiology, Federal University of
Health Sciences of Porto Alegre, RS, Brazil

ABSTRACT

Sexual dimorphistn and various hormonally modulated cellular
responses mdicate that gonadal steroids are important for the neural
orgamzation of reproductive and pon-reproductive social behaviors i
varions species, Emotional processing mvolves subcortical and cortical
areas in the brain of males and females, including the medial
amygdalosd nucleus and the hippocampus (e.g., the CA L subfield). Both

" Comrespouding Author's E-mail: sarfi@ufespa odbr, rasiafilboG@ yahoo con,
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Bacharel em Blomedidne pela Univarsidade Federal de Génclas da Sadde de Porto Alegre (UFCSPR). E
hahlitada em Paicloga Oinca, tendo freito estaglo no Laborastdrn Qualith - Centro Clinico Regina. Tambeém
possts habiitagio em Andioss Ambientsis, tendo trabalhado no Laborsticdo de Botinica da Uriversidade
Feevale. Dursrite o Trabalho de Conduslio de Curso (TOC), adauirl experdndy na drea de neurocdntiag mo
Laboratdiio de Fisiclogia da UFCSPA, tabalhands com recorstrucles iridimensionais de newrdnios. Atuaimants,
malza seu mastrado no Programa de Pos-Graguacdo em Sooéncias, i URCSPA. O prujeto e mestrado ters
omo objetno desarever detatindamente as aspectos morfolégicos dos reurtnias de von Economa (VENS)
presentes no ciriey fromo-insular (reci@o anteroventral do lobo msudar) de humanos, (Texte informado pele

autor)

Identificacdo

Nome em ciagles bitfiograticas RENNER, );RENNER, JOGUE

Lattes (0 ©  ieo ) acten cnpn e/ 051 120402964139

Oreid D 1D hups. oo o100 0002-3503-7952

Enaeuego

Focmaqao académica/titulacdo
Mestraia we aedamento am BIOCENCIAS (Concetn CAPES 4)
Funcigio Unwensdads Fadedd de CRloois da Saade e Poto Moge, UFCSPR, Bosll
Mmaumammmmmm

MO Ao Rasa Fihe.

Baseta dofa) Cotetienagio & Aperfgnamenss de Peisosl du Nivel Sigsetr, CAPES
Bragil
Palre s -chaver von economay; peurdng; corte; madologa.
Grande drex: Ofnckes Soldgces
Grance Jeen; Céncie Biokigoas / Area: Prscloga,

2020 - 3019 GrataecAs em Slomedang,
Funcy o Uriverstdmde Fadens de Cinuan do Seccde dy Porss Alegre, UFCSPA, Bomel
memmnmmmmmut
RELRANIOS DE von ECONDNG DO PRECUKED HUMAND.
Drertador: Aberto Antosio Rz Fito,

Formagaa Complementar

2020 - 2020 R para o programadones: natisando dodes o TCGA. (Caega hadvia: 20)
Funciado Universidade Fodend oe Cnons da Sadde de Pormo Alogre, UFCSAE, Bl

2020 - 2020 A mportinca de andise Cnitca de Bridéncas durarte uma cardemia, (Corga fonina:
“oh),
Uriversichacks Fecteral e Ofncias da Salde dw Pt Alegre, UFCEPA, Brasd,

2020 - 2020 How 10 witte 3 foeview popey (Caga hordda: Jh)
Fundaglo Universdede Fodend de Cifnotes da Sadde de Poro Alegre, UFCSPY, Bl

2020 - 2020 Produgio de Hotalicas PANC paa conslmo doesdston. {Carga hardra 120,
Enpres: Basforn de Pescula Agropecudria, EMBRARA, Brsil

2020 - 2020 Biomecioo e @ Neorodmnurgie, um csmpo negionede. [Cargs harana 2h)
Univessidade Btachal Paulnts Jido de Mesguita Fito, UNESP, Srast,

2020 - 3020 Machineg Lewrrng O gue 67 O o Tar? DO gue s WEments . [Carge honing: 263
Urniverpichochs Fopsale, FEEVALE, Brgnl,

2020 - 2020 Pernetrs Socomos ds Liga de Erearpings w Traoma. (Carge bovden! 16h)

Fundisdo Unsesidate Fadend 0o Cilnois di Saede de Poro Alegre, UFCSIW, Brell.



2018 - 2018
2017 - 2017
2017 - 2017
2017 - 2017
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Aspectos epdemningros da COVID-19, (Carge harsat 2h),

Uriversidnche Bstadual fuubsds Xio de Mescuta M, UNESP, Deast

Curso perp Tutores clo Museu de Anstomin. (Carga horana: 3h),

Turdogio Uneversidece Fecend de Oénties de Saide de Foro Mlegre, UFCSRA, Drasil
Taks n Cloical Lab. {Carge horden: ).

Fondacio Universidode Fecend de Oncias df SaGde de Foro Megre, LFCSPA, Brasil
Curso para Tutores o Musey e Anstomia, (Carga hardna: Sh).

Purdagio Unwersidade federd de Ciéncias da Saide de Porm Negre, URCSPR, Brosil
Ofioria ¢ Orssecacio 1017, (Carpa hordea: A0h)

Purdacio Unversidade Fecend de Oéncias de Sadde de Porm Alegre, UPCSPA, firsl,

Fundacht Universidade Federnl de Cifncias diy Sade de Porte Megre, UFCSEA, Heasil

Vinculo institucional
2018 - 2018

Outras informas(bes
Vinculo nstitucinnal
2017 - 2017

Outras informagies

Attvidades
0572018 - 05/2018

09/2017 - 0972017

05/2017 - 65/2017

Laboratario Qualita; LQ, Brasil,
Vinculo institucional
2019 - 1019
Outras informagoes

Vinculo: Monitorsa Vohaitdeia, Enquadsenents Funcional: Mositag Carga hordeal) 10
MONECE WeCKONIA0 ATV 20 (rD0ess0 wekethn OO (YOGIAITE 30 MXNKCOS vollrelns pos
# dsciping on Fisdioga Gasl

Vincdo: Frograma de montona, Enquadamena Furdonal Monkor, Crga horiaa 10
MOnEor s Cnado ATain 40 frocesso sehetian G0 progranmd Oe Montona wituntida pas
a discioiing e Anatnmis Bdgioa L

Extensdo uriveesLiiia |, Fro-Roton oo Extendo ¢ Assrtos Comuntlnics.
Allvidads do extonsio waizads

Titor A0 Musou &0 Anstoma de IS

Extoncio univiesting | Pro-Rotom de Extencio ¢ Assurtos Comunitinics.
Aividade 00 eatonsso swatzads

Monkor na Feira de Sadde - Centro Vida

Extanedio wiverstada , Prd-Roton e Extanslo @ Assurtos Comunitines,
Atfvidade ge exterado esiads

Titor &0 Museu e Anatomia de 2017

Vinculo: Bstigio Obrigotona, Enquodramentn Furconel: Sxtogrars, Cargo hordrnia: 30
Estagio em Andtses Ohioas

Utitvursidate Fievale, FEEVALE, Sravil,

Vinculo institucional
2019 - 2019

Outras informides

Idiomas

Inglie
Portuguds

Prémios e titulos

2023
2019

Yinculo: Edqi, Enquadameonto Fenconal: Esagine, Cangs hordear 39
Estdgn em AniEees Armbsntak

Curmgresnde By, Fube Bertr, Uik e, Sscrovs B,
Compreende Bem, Fal flemn, LB Bemn, Boress Ban,

DESTAGUE CIENTIFICO o Vi Encorn G PG (B0 |Giine tae fransfonmar, petd

aproiantacho 00 pdater Neurdoios de von foonems no predoinm humied”, Proganta de
Prs-Grahua o e Biockinglas da UFCSOR,

OESTAQUE BIVLGACAD CIENTIFICA do VI Encontro do 996 *(0)CHnck que
Yaestona®, Pogme de IeGradusgio sm Sacindas ga UFCSPA,

DESTAQUIE TE SESSAO, apresontagho de trababa: A DESCOBERTA GE TRES TIOS 0E
NEUROKICS DE von ECONOND NG CORTEX CINGULADO ANTERICR HUMANG, no
Conaresso URCSIA; cosactands Wi & sacaid, nivirsdade Federal o Cdackas da
Salxle do Pt Alegra.

DESTAQUE DA SESSAD, apresentagio 00 Tabalho: DarcBo moTiihzica 006 muslnics
do vom Boonomn o clday dnguiadd intenoe humano & patin e reconsingiies
TiMGrso0aE, 12 X0 Jomea Acaofmica, Lrowrsideoe Fedan de Ofncas da Sadde oo
Porto Abgre.
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Producbes
Produgio bibiogrifica

Artigos completos publicados em periddicos

Ordasar por

[_mw v

1 w FUENTEALIA-YTLLARROEL, FRANCISCD JAVIER ; RENNER, JOSUE ; HILIIG, ARLETE | SRUTON, OLIVER 1, |

PASLA-FILMO, ALBERTO A, | Spindle-Shaped Neurors in the Homan Posteramedial {Precuneus) Contex, Fronters in Symapte
Netrcsoorce KR, v, 13, p 769228, 2022

CitagBas: w8 oF stk = ‘

2. »w CORREAJUNIOR, NTVALDO D, ; RENNER, JOSUE ; FUENTEALBAVILLARRDEL, FRANCISCD ; HILBIG, ARLETE |
RASTA-FILHD, ALBERTD A, | Denideitic andd Spine Hiseeoguoniy tf von Ecomome Neurons 1 2y Human Sogubie Corte,
Frortiers in Synaplic Neurcstence JO8, w12, p, (1-17, 2020
Citagbes; wia o sotwx - ¢

3. BONATTOCOSTA, 1. A, CAMPOS, D, ; ARAGAD, 1. A ; COUTINNO, A, 1 M, | ARMID, C. £, BUSATTO, A. |
REMNER, ). ; RINIOR, L. O P, Usbromn Sorsmen founed i) Ma maddo coanial Mossa. INTEINATIONAL JOURNAL OF
ANATOMICAL VARIATIONS: A% ANNUAL JOURNAL OF ANSTOMICAL VARIATICONS AND CLINICAL ARATOMY CASE SERONTS,

v 13, p 82-8), 2000
Capitulos de livros publicados
1. GUERRA, & T K ; BUMLER, L | RENNER, ), | 2ASIAFILAO, A A Sex Differences In Neural Processing Of

Emctions: An Owverview. In: Leon \ Besharck, {Org.). Advences in Medicne and Sology. Ted Mew York: Nova Soence
Publishers, Inc, 2021, v. 191, p. 1955-174

Resumos publicados em anais de congressos

1 RENNER, ). CORREA JUNIOR, N, D1, ; RASLA F3LHO, A, A, , A DESCOBEITA DE TRES TISOS DE NIURONIOS DE VON
ECINGMO NO SERTEX CINGULADO ANTERIOR HUMANO. In: Congresso UFCSPA: asnectznda sade e socedsde, 2019,
Ports Akogrin, A 00 Congressd UFCSPA: 0onectand S3009 § S0CRa0e

2. BONATTOCOSTA, 1. A ; COUTINHO, A. 1 M, | ARKNO, £ E, | BUSATTO, A, | RENNER, ). ; ROCHA, A, O. | CAMPOS, D, ;
OLIVEIRA JINICR, L 2 . Unikricwer Rorsmen 1 tye middie cranal fomss. b Arrugl Mestieg o Expertnental Blology 20117,
2017, Chicogo, EXPERIMENTAL BIOLOGY ASSTRACTS 2018, 2017, v 32,

Ap de Trabalho
1, RENNER, ), FUENTEALBAVILLARROEL, FRANCISOD | RASTA FILHO, A A, Neurlnos de von EConoma mo préaines
humana. 2021 (Apresentacso de Trabelhe\Outrs).

2. RENNER, J.; FUENTEALEBAVILLARROEL, FRANCISCO JAVIER | RASIA-FILHO, ALEERTO A. . Nourdnios de wan Econama no
prdclne humana. 2021 (Apresentacso de Trabaho'Comunicady),

s RENNER, 3. CORREA JUNIDR, N, D ; RASEA FILHO, A, A, | Descricio sockacn S murdeios @ von Econune oo
it cnguindo anteror humann o partie de reconmtruciies iridimensionais, 2019, (Agresentacio de Psbathu/Outr).

4 RENNER, )., CORREA JUNIOR, N. D. | RASIA FILHO, A. A, , A DESCOBERTA DE TRES TIP05 DE HEURGNIOS DE ven
ECONCMO NO CORTEX CINGIAADG ANTERIOR HUMAND. 2019, (Apresontagsio de Trabalne) Congressa)

S. COUTINGGD, A, ), M. ARALG, € € ; BUSATTO, A, ; RENNER, 1, ; BONATTO-COSTA, J, A, . RARD FORAME EN LA FOSA

MEDIA DEL ORANED: UN INFORME DE CASD, 2017, (Apmsentogh de Tratu by Congnassy),

Eventos
Farticipacio am evontos, congressos, axposiches & faras
1, Floterapi no Cukdado & Saich. J02Z. (Dutra).
2, Por que ouvk 0 clssions?. 2022 (Outa).
3, As artes o= somam 35 Aleinn da resistings 80 nasfasosmo: Aspectos oultunss @ hebdrms dos movimenos contes o
auritarsano, 2021 {Outra).
4. Faki news em sadde; como responctidaar quam ac dvalia?. 2024, (Outa)
5. 11 Godo do Palesiras em Hamotermpia da Liga do Sangue. 2021, {Outra).
6. 115 Semirsinio o INtamaconszagdo ) UFCSPA « "Como podemos meihoras o mundo jJuntes™, 3025, (Semindio}
7. 1 Smpdnio da Ugs Acsd&mica de Motnodade Orofocit: o deservolvimento ca musoulaturs orcfacial e o arherface com o2

fungBes co Ssteme Estomatognitics. 2021, (Simpdso).
8. DW&MWWANMNWM (Outra).
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Platicidacks cerebirsl ¢ Niuropscokogla. 202 1, {Outrs),

Por que ker oy clissions - Segund Edigio, 2021, (Outm).

Smpdan Integrado do Procrama de Ple-Gataco om Newrocdnoias da UFSC - SIPNeuro 2021, 2021, {Simpdeio},
Transtomo do Bspectro Autista: um othar multiiscipiingn. 2001, (Out=a).

Uso Racional de Medicamentos © Medicaizacio da Saida Mental na Pandemia. 2021, (Outra).

VI Encontro 6o PPG Slooincias Neurlnos e von EConcma 0o prd-clno hamano, 2023, (Oura).

Vickinas contra & mulher: ¢ preceo felar mas, 2021 (Outra).

239 Encontra Kackonal do Bomedicina. 2020, [Outra).

Ciclo do Dotates sctwe Fandomra COVID-19 ¢ Desites Humanos: L. O que & Epidemi HIV tam 3 nas andinae sobire a
Epidenia COVID-197, 202 (Outra),

Cidio de Debates sabre Fandomia COVIDA1T o Distos Humanas: 2. Como a pandemia COVID-19 aprafundau sinds mas as
vubsrabiliGades ro Bisil?, 2020, (Outra).

Cido de Detates scbie Pandemin COVID-1% & Drettos Humanos: 1. Quaks os cesafios &tvoos & cemificos ra bescn oe
Tratenento par COVID-197. 2020, (Quts),

Congresso de Biocsincks 2021 - UNESP, 2020, {Congresso).

Cortribuighes da tedamediona e tekssatide pam 0 Covid-19: como 25 tocojoghas Suam na pandemia. 2020, {Outra).
Covid 19 eepurdnris ¢ desalios smergermes o0 desermvoivimento & wldagio du testes moteciibres o sorokigieos, 2020,
(Outra),

CSILWH: A Anptomnis nos Crmes. 2020. {Outra).

Dificuliages almentanes: culndo & promoclo da sedd infantl. 2000, [Oum)

| Congressa Multidaciofner: Pacente Bariitrico, 2020. {Congresso).

1 HoalthTech Condensce Oning, 2020, (Dt}

11 Congresso Mutidisopinar Atendmento 8 Comunideoe T, 2020 (Congressy ),

11 Congressn Mutdsoipinar: Cutubrn Rosa, 2020, (Congressy).

TIT QUIMTOI - ¥ JORNALA ACADEMICA DO CURSO DE QUIMICA MEDICIWAL @ VI JORNAGA ACAREMICA DO CURSA DE
TOACOLOGIA ANNITICA, 2028, {Outrs),

111 Simpésio Anual g2 Ega de Neoonsbittacho - Reatiitagio m Esdestse MAtipha e Escherose Lateral Amictrdfics. 2020,
(Simpdsio).

1 Simgaielo ntertigas de Neurncinoes do Centro-Deste (SIN-CO). 2020, {Smpdsia),

M= reconds sobre & GUa Almentay paa 3 popdacio brasiera! umas visio da Nutiglo, Gastroremia @ Tecnploga am
Almantos. 2020 {Qutra),

V Biosoences Mesting - Crossing Borders. £5tuco sobre o6 neurdnios de von £co0omo oo cortex fronto-Feuler humano:
2020. (Corgressa).

CANINMDS CRUZADOE - Tragetos the memaris em Porto Alegre & sun gente, 2019, (Serminario).

Corgresso UFCSFA: conectanda salde & sooedads. A DESCDEERTA DE TRES TIPOS DE MEURGNIDS DE von ECONOMD NO
CORTEXCINGULADO ANTERIOR HUMANG, 2019, (Concressa),

Din do Bomédicn & Odo de pofestras em Anilses Olincas. 201%. {Outrs).

1 Congressa Latincames icano de Somecicina ¢ Ofnces do Laboaritnio jurtamente com o X111 Congresso Sultrasisto de
Semesicn o IV Congresso Gatannwsede Bamedicia, 2119 (Cangresso)
Imunoss=rescinda no envebedmento, 2009, (Outra).

Jornada Acactmica da Biomadidna URCSA 2019.Descricdo moraiogea dos neurdnios o von Economo do ot cngulade
antine Humans i pactly e recomitractey tridimensioeais, 2019, (Outra)

Cortrovérsias an Anatomia: o interstico como novo orgilo. 2018, {Outre).

Jornada Adesimica db Flomedicing UFCSPA, 2018, {Outra),

$4° Congresu Argenting e Ansiomis. RAR0 FORAME EN LA I'OSA MEDIA DEL CRANEC: UN INPORME DE CASO, 2012,
(Congresso).

TX Congressn Srternaciondl de Brsrdisis, ¥TT Congrasso Sullinn v de Blomedicing, VT Semana Galcha o Bewdicng
& |l Encontro Brasiers d¢ Monkoeamento Terapfuticn de Famacas « Taxkologa Clince 2017, (Congressa),

Jormada Acncémica do Blomeddna URCSPA 2017, {Owa).

Educacdo e Popularizagdgo de C & T

Aprasuntacoas de Trabalho

1.

RENNER, ). FUENTEALRA-VILLARROEL, FRANCISCO JAVIER | RASIAFILHD, ALBERTO A, . New00s o8 ven EConoma ne
mmmtwumm).
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