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RESUMO

O nucleo amigdaliano medial (Me) é um dos nucleos superficiais do
complexo amigdaliano, estrutura do telencéfalo basal localizada no lobo
temporal, sub-cortical que desempenha papel integrativo no reconhecimento de
estimulos emocionais e na elaboracdo de comportamentos sociais. Uma vez
que se trata de uma area encefalica pouco estudada em seres humanos, e que
o complexo amigdaliano esta envolvido em diversas condi¢gbes patologicas,
buscou-se descrever a morfologia dos espinhos dendriticos, a fim de colaborar
na melhor compreensédo da organizacao sinaptica local e, consequentemente,
contribuir para o avango nos estudos futuros das disfungdes que envolvem esta
area. Espinhos dendriticos podem apresentar diferentes morfologias e, quando
presentes, representam locais pos-sinapticos basicamente para contatos
excitatérios. O objetivo deste estudo foi descrever e caracterizar espinhos
dendriticos do Me de seres humanos por meio de microscopia de luz e
confocal, principalmente com a reconstrucao tridimensional de imagens. Foram
estudados tecidos obtidos post mortem de doadores (homens, idade entre 50 e
75 anos, sem patologias neuroldgicas ou psiquiatricas descritas, n = 5), de
acordo com todos procedimentos éticos vigentes, os 5 diferentes tipos de
neurénios da Me impregnados pela prata segundo variante da técnica de Golgi
e visualizados por meio de microscopia de luz e usando-se o corante lipofilico
fluorescente Dil, aplicado em forma extracelular, para visualizagdo dos ramos
dendriticos e seus espinhos pela microscopia confocal. Com a primeira técnica,
espinhos dendriticos foram observados nos 5 tipos neuronais encontrados
neste nucleo, em quantidades variaveis, com um continuum morfolégico que
permitiu sua classificagdo em finos, achatados/espessos, com formato de
cogumelo e ramificados com variagdo de tamanho e forma, mais isolados ou
em grupos ao longo dos dendritos. Tipos mais complexos foram observados,
com no caso dos ramificados com espinulas e nos com formato racemoso.
Com a segunda técnica confirmaram-se os dados da microscopia de luz e
exemplificaram-se ainda mais os tipos morfolégicos diferentes de espinhos
dendriticos no Me humano.

Palavras-chave: complexo amigdaliano; nucleo medial da amigdala; espinhos

dendriticos; técnica de Golgi; Dil; microscopia confocal.



ABSTRACT

The medial amygdaloid nucleus (Me) is a superficial nucleus of the
amygdaloid complex, a basal telencefalic structure located in temporal lobe that
plays a integrative role in recognize emotional stimuli and in social behavior
planning. Given that it is a little studied brain region in humans, and that
amygdaloid complex is involved in many pathological conditions, we aimed to
describe dendritic spines morphology in order to collaborate to a better
comprehension of local synaptic organization and, consequently, contribute to
future dysfunction studies in such area. Dendritic spines can show different
shapes and, when observed, represent excitatory contacts post synaptic places.
The aim of this study was describe and characterize human Me dendritic spines
through light and confocal microscopy, mainly with images tridimentional
reconstruction. Were used human post mortem tissue from donors (males, aged
from 50 to 75 years old, with no neurological or psychiatric pathologies, n = 5),
in agreement to current ethical procedures. We studied the 5 different Me
neuron types silver stained according to Golgi’'s technique variation and
visualized by light microscopy and using lipofilic dye Dil applied extracellularly
to dendritic branches and spines visualization by confocal microscopy. With first
technique, dendritic spines were observed in all 5 neuronal types found in this
nucleus, in different quantities, with a morphological continuum allowing its
classification in thins, stubbies/wides, mushrooms and ramified with size and
shape variation, isolated or grouped along dendrites. More complex types were
observed, as in ramified with spinule and in racemose shape cases. With the
second technique light microscopy data were confirmed and were else
exemplified different morphological types of dendritic spines in human Me.

Key words: amygdaloid complex; amygdaloid medial nucleus; dendritic spines;

Golgi’s technique; Dil; confocal microscopy.
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INTRODUGAO

Este trabalho descrevera e caracterizara a morfologia de espinhos dendriticos
e somaticos do nucleo amigdaliano medial (Me) humano, um dos nucleos do complexo
amigdaliano, responsavel, dentre outros, pela experiéncia e expressdo emocional.
Quanto ao Me, trata-se de uma estrutura importante no reconhecimento dos estimulos
olfatérios e visuais e na modulacdo das emogbes e comportamentos sociais,
considerando principalmente os estudos experimentais em animais nao-humanos.
Apesar de seu evidente papel comportamental, poucos estudos em seres humanos

foram realizados.

Embora existam limitacbes técnicas e éticas no estudo do Me em seres
humanos e que referéncias sejam escassas, & possivel estuda-lo, dentre outros
modos, pela descrigdo da sua citoarquitetura, da morfologia celular e da circuitaria que
esta envolvido. Considerando que espinhos somaticos e dendriticos sdo componentes
da morfologia neuronal e que representam locais relevantes para a conectividade
sinaptica, sua descricdo e caracterizagdo possibilitam inferir sobre o funcionamento

neuronal local e, a partir disto, deste nucleo e suas possiveis fungdes.

Espinhos somaticos e dendriticos apresentam diversas formas e tamanhos e
geralmente sdo elementos poés-sinapticos conectados com aferéncias axonais com
aspecto e funcdo excitatérios. Apesar de terem sido primeiramente descritos por
Ramén y Cajal no final do século XIX, apenas nas ultimas décadas o seu estudo foi
intensificado, considerando seu importante papel na plasticidade sinaptica. Uma vez
que sua forma esta relacionada a diferentes fungdes na génese e no processamento
da informacao sinaptica, buscou-se, de forma inédita neste estudo, com o emprego
das técnicas de Golgi e microscopia de luz e do corante fluorescente Dil e microscopia
confocal, descrever com maiores detalhes os espinhos somaticos e dendriticos
presentes nos tipos neuronais encontrados no Me humano visando contribuir para o
entendimento do funcionamento neuronal local e das atividades integradas por este

nucleo na nossa espécie.

Os achados deste trabalho estdo descritos no artigo que segue nesta
dissertacdo. O artigo “Somatic and dendritic spines in the human medial amygdaloid
nucleus” sera submetido a revista Journal of Comparative Neurology esperando-se

que a divulgacéo dos seus resultados sirva como referencial para o estudo da rede



neural local em situacdo normal e para estudos comparativos em situagbes

patologicas.



REVISAO DE LITERATURA

1. Complexo Amigdaliano

O complexo amigdaliano, ou amigdala, € uma estrutura telencefalica,
sub-cortical, localizada na por¢cdo anteromedial do lobo temporal (Sims &
Williams, 1990; Gloor, 1997; Ulfig e col., 2003). Forma a parede superior e
ventromedial da extremidade anterior dos ventriculos laterais e esta proxima as
margens inferiores do claustro, putdmen e globo palido (Gloor, 1997; de Olmos,
2004; Mai e col., 2007; Figura 1). Em seres humanos apresenta como medidas
aproximadas 10 mm de extensdo antero-posterior, 18 mm de largura médio-
lateral e 15 mm de altura supero-inferior, compondo um volume préximo a 1700
mm? (Sorvari, 1997; Rasia-Filho e Hilbig, 2005).

Um dos primeiros grandes trabalhos sobre a descricdo anatémica do
complexo amigdaliano humano foi realizado por Johnston em 1923 e, a partir
deste, advieram as descricbes de Brockhaus (1938), Crosby e Humphrey
(1941), de Olmos (1990, 2004), Gloor (1997) e, mais recentemente, Yilmazer-
Hanke (2012). Broca, em 1878, ja havia incluido tal estrutura como parte do
‘lobo limbico”, o que McLean (1952) reiterou com a expressdo de “sistema
limbico” e incluiu neste o complexo amigdaliano como um de seus
componentes (Le Doux, 2005; Oliveira e col., 2008). Entre as principais
evidéncias da participacdo do complexo amigdaliano na modulacdo das
emocdes, teve grande importancia para a compreensdo dos mecanismos
fisiolégicos o estudo de Kluver e Bucy. Em 1937, tais pesquisadores
observaram que, ao remover bilateralmente os dois tergos anteriores do lobo
temporal de um macaco, este apresentou mudancas drasticas
comportamentais que incluiam auséncia de reac¢des de raiva e medo, agnosia
visual e exploragao de toda sorte de objetos com a boca (c.f., Le Doux, 2005).
Apesar de o complexo amigdaliano ser descrito por alguns como um dos
integrantes dos nucleos da base (Ulfig e col., 2003; Leontovich e col., 2004), é
considerado por alguns autores como componente do sistema limbico (Price e
col., 1987; Amaral e col., 1992; Sorvari, 1997; Gloor, 1997; Pohl e col., 2013),



sendo responsavel pela integracdo e modulacdo de diversas emocgdes e

comportamentos (Davidson, 2003; Fudge e Emiliano, 2003).

Figura 1 — Localizacdo do complexo amigdaliano (em vermelho),
adjacente ao hipocampo (em azul), em imagens de ressonancia magnética. (a)
Reconstrucao tridimensional do encéfalo, representando os planos de estudo
nas imagens de ressonancia magnética. Imagens do complexo amigdaliano
nos planos (b) longitudinal, (c) sagital e (d) coronal. A seta em “b” indica a linha
ao longo da substancia branca que separa a amigdala do putamen e a seta em
“c” representa a substancia branca que forma o bordo ventral da amigdala
rostral. A - amigdala; EC - cértex entorrinal; H - hipocampo; PU - putamen; TLV
- corno temporal do ventriculo lateral; WM - substancia branca subamigdaliana.
Reproduzido e adaptado de Whalen e Phelps (2009).



Os estudos filogenéticos sobre o complexo amigdaliano demonstram a
heterogeneidade morfolégica entre as diferentes espécies, uma vez que nem
todos os seus componentes s&o igualmente encontrados em todas as classes
de animais (Schumann e col., 2011). O fato de que hd mudancas de volume
proporcionais nos componentes do complexo amigdaliano e que, em humanos,
encontra-se o nucleo lateral aumentado e o grupo centro-medial diminuido de
volume (Stephan e Andy citado por Gloor, 1997; Schumann e col., 2011,
Morgan e Amaral, 2014), demonstra que esta ndo se trata de uma estrutura

vestigial na nossa espécie (Schumann e col., 2011).

Em diferentes mamiferos, os nucleos do complexo amigdaliano estédo
envolvidos na resposta ao medo (Davidson e Irwin, 1999; Le Doux, 2003), na
modulacdo da ansiedade e a estimulos estressantes (Akmaev e col., 2004), na
formacao de memoéria (Phelps e Anderson, 1997; Phelps e Le Doux, 2005), nos
comportamentos motivacionais em geral (McDonald, 1998), de agressividade
(revisado em Rasia-Filho e col., 2008, 2012), sexual (Hamann, 2005; Baird e
col.,, 2006; de Castilhos e col., 2006; Rasia-Filho e col., 2012), maternal
(Sheehan e col., 2001) e alimentar (Le Doux & Muller, 1997; Whalen & Phelps,
2009). Relacionam-se também com o controle da secre¢cao neuroendocrina de
horménios gonadotroficos e adrenocorticotréficos e de respostas simpaticas e
parassimpaticas envolvidas nos comportamentos sociais (Rasia-Filho e col.,
2000; Dayas e col., 2001; Quagliotto e col., 2008; Neckel e col., 2012).

Em humanos, o complexo amigdaliano esta envolvido em diversas
condi¢des patolégicas, como doenca de Alzheimer (Sims e Williams, 1990),
epilepsia do lobo temporal (Pitkanen e col., 1998; Huttmann e col., 2006),
autismo (Amaral e col., 2008; Breece e col., 2013), esquizofrenia (Sims e
Williams, 1990; Fudge e Emiliano, 2003), coréia de Huntington (de Olmos,
2004), transtorno do estresse pos-traumatico (Rasia-Filho e Hilbig, 2005, Morey
e col.,, 2012), depressao (Davidson, 2003), reforcando a importancia de
conhecer aprofundadamente a sua morfologia e suas diferentes funcdes, a fim

de proporcionar a base para pesquisas neuropatologicas.

Estudos sobre a citoarquitertura e quimioarquitetura e dados hodolégicos

e funcionais do complexo amigdaliano indicam que n&o se trata de uma
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unidade anatémica ou funcional, mas de um conjunto de diversos nucleos com
estruturas e fungdes diferentes (Brodal, 1981). Apesar dessas evidéncias, o
complexo amigdaliano ainda é muito citado como uma estrutura unica, em
parte devido ao intenso debate sobre a subdivisdo de seus nucleos em
diferentes espécies (Sims e Wiliiams, 1990; Gloor, 1997; Sorvari, 1997; de
Olmos, 2004; Yilmazer-Hanke, 2012; Dall’Oglio e col., 2013) ou ainda, e nesse
caso principalmente em estudos com humanos, por limitagbes técnicas como,
por exemplo, a impossibilidade de subdividir os nucleos amigdalianos nas
avaliagdes funcionais, sobretudo nos estudos de imagem (Davidson e Irwin,
1999; mas vejam-se progressos recentes em Saygin e col.,, 2011). Nao
obstante, o complexo amigdaliano tem sido subdivido em uma nucleos e
subnucleos, muitas vezes com divergéncia entre os autores acerca das
terminologias ou dos bordos/limites que os separam. Para Gloor (1997), essas
discrepancias podem ser justificadas pelas diferengas sutis observada na
delimitagdo morfolégica de cada nucleo amigdaliano, principalmente no ser

humano.

Nesta dissertagdo optou-se por descrever a classificacdo sugerida por
de Olmos (2004). Segundo este autor, o complexo amigdaliano humano pode
ser dividido em 4 agrupamentos nucleares: complexo nuclear amigdaliano
basolateral, amigdala expandida, amigdala “olfatéria” tipo cortical superficial e
nucleos amigdalianos ainda n&o classificados. Estes grupamentos possuem

componentes principais, citados a seguir:

1) Amigdala olfatéria tipo cortical superficial: constituida pelos nucleos
corticais anterior (ACo) e ventral (VCo) e areas de transicao
amigdalopiriformes (APir).

2) Amigdala expandida: apresenta dois grandes grupos, o medial
(MExA) e o central (CExA). O MExA compreende o nucleo
amigdaliano medial (Me), a amigdala expandida sublenticular medial
(SLEAM) e a divisdo medial do nucleo da estria terminal (BSTM). O
CEXA, por sua vez, é constituido pelos nucleos amigdaliano central

(Ce), amigdala expandida sublenticular central (SLEACN), a divisdo
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lateral do nucleo da estria terminal (BSTL) e o nucleo intersticial da
divisdo posterior da comissura anterior (IPAC). As extensdes
supracapsular medial (BSTSM) e lateral (BSTSL) da estria terminal

podem ser incluidas em ambos 0s grupos.

3) Complexo nuclear amigdaliano basolateral: é composto pelos
nucleos amigdalianos lateral (La), basolateral (BL), basomedial (BM)

e paralaminar (PL).

4) Nucleos amigdalianos ainda nao classificados: incluem a zona de
transicdo amigdaloestriatal (AStr), os nucleos intercalados (ICMs) e a

substancia cinzenta intramedular amigdaliana (IMG).

O complexo amigdaliano integra e processa informag¢des sensoriais
multimodais a fim de modular os processos cognitivos e emocionais
(McDonald, 1998; Yilmazer-Hanke, 2012). Os nucleos do complexo
amigdaliano conectam areas corticais sensoriais e limbicas a areas
subcorticais responsaveis pelas respostas emocionais e motivacionais
(McDonald, 1998). Por outro lado, o complexo amigdaliano recebe projecdes
aferentes de uma regido limitada da formacao hipocampal, compreendendo a
zona limite entre o subiculum e a area CA1 hipocampal (Gloor, 1997;
McDonald, 1998). Poucos dados estdo disponiveis possibilitando estudar o
papel de cada nucleo amigdaliano nesta grande funcdo. Ndo obstante, ha
dados que permitem associar a capacidade de reconhecimento de expressdes

emocionais com conteudo social feito pela Me humana (Gamer e cols., 2010).

De modo geral, os componentes do complexo amigdaliano recebem
aferéncias corticais e do sistema olfatério e apresentam interconexdes com
regides alorticais, mesocorticais e isocorticais além de regides do prosencéfalo
basal, area pré-optica e tronco encefalico (Gloor, 1997). As interconexdes com
0 neocortex sao proporcionalmente mais freqlentes com areas sensoriais
associativas terciarias (Gloor, 1997; McDonald, 1998) e sdao encontradas em

maior numero em macacos, quando comparado a outros mamiferos nZo-
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primatas (Everitt, 1995; McDonald, 1998; Zald, 2003). Além de proje¢cdes
diretas do bulbo olfatério ao nucleo do tracto olfatério lateral, ACo e cortex
periamigdaliano, ha também ligacbes associativas entre todas as partes do
cortex olfatério primario e estas estruturas superficiais amigdalianas (Gloor,
1997; de Olmos, 2004; Kiernan, 2012). De fato, o sistema olfatorio € o unico
sistema sensorial no qual os neurdnios sensoriais de primeira e segunda ordem
projetam-se diretamente ao complexo amigdaliano (Gloor, 1997). Parece que
apenas uma por¢ao do Me, do nucleo cortical a da area de transicdo amigdalo-
cortical recebem projecdes olfatérias diretas em seres humanos (de Olmos,
2004). Areas sensoriais associativas unimodais enviam proje¢ées ao complexo
amigdaliano. Tais proje¢des, entretanto, ndo surgem de areas associativas
sensoriais de primeira ordem; sdo esparsas das areas de segunda ordem e
densas das de terceira ordem (Gloor, 1997). As projecdes provenientes das
areas associativas corticais terminam-se predominantemente no La — todas as
areas de associagéo unimodais projetam a este nucleo, algumas somente a ele
(Amaral, 1987; Everitt, 1995; Kiernan, 2012). Ainda, varias areas de associacao
multimodais projetam-se ao complexo amigdaliano e s&o provenientes dos

lobos temporal e parietal e no cortex cingulado (Everitt, 1995).

Uma caracteristica importante a ser destacada € o fato de que a maioria
das conexdes chegam ao complexo amigdaliano principalmente pelos nucleos
La, BL e corticais e o fluxo dessas informacgdes dirige-se aos nucleos Ce e Me
(Amaral, 1987; Everitt, 1995; Gloor, 1997; LeDoux e Muller, 1997). Ha poucas
projecbes em uma direcdo reversa, sugerindo, assim como na formacao
hipocampal, um fluxo unidirecional de processamento das informacgdes. As
partes magnocelular, parvicelular e intermediaria do nucleo basal projetam aos
nucleos basal acessério, central e medial, assim como ao cortex
periamigdaliano e a area hipocampal (Gloor, 1997). O nucleo basal acessorio,
por sua vez, projeta aos Ce, Me e cortical (Gloor, 1997), . As maiores
aferéncias intra-amigdalianas surgem do La (Gloor, 1997). Em macacos, o Me
projeta axénios para os nucleos basal acessoério, ACo e Ce, além do cortex
periamigdaliano e AHi (Price, 1987; Gloor, 1997).

A projecao das eferéncias do complexo amigdaliano a areas talamicas e

do estriado (Amaral, 1987; Gloor, 1997), por sua vez, ocorre pela estria
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terminal e pela via amigdalofugal, principais circuitos de saida da informagao
processada no complexo amigdaliano (Everitt, 1995; de Olmos, 2004). Embora
a maioria das conexdes extrinsecas sao reciprocas, ha exceg¢des: nucleos do
estriado e do tdlamo recebem projecdes do complexo amigdaliano, mas né&o
retornam estas projecdes, enquanto o complexo amigdaliano projeta a varias

camadas corticais que também n&o s&o reciprocas (Amaral, 1992).

Para o tronco encefalico, o Ce provém a maior projegdo do complexo
amigdaliano e inerva a substéncia cinzenta periaquedutal, a area tegmental
ventral, a parte compacta da substancia nigra, o nucleo peripeduncular e a
formacao reticular tegmental (Everitt, 1995; Gloor, 1997; de Olmos, 2004,
Yilmazer-Hanke, 2012). Na ponte, o nucleo parabraquial recebe uma projecao
particularmente proeminente, enquanto no bulbo, o nucleo do trato solitario e o
nucleo motor dorsal do vago recebem aferéncias do Ce (Everitt, 1995; Saha e
cols, 2005). E interessante que a projecdo mais significativa do tronco
encefalico para o complexo amigdaliano surge do nucleo peripeduncular,
terminando-se nos nucleos La e Me e no nucleo da estria terminal em macacos
(Everitt, 1995). Estas conexdes séo consistente com o papel na integracao dos
processos cardiovasculares, respiratérios e gustativos com o que o complexo
amigdaliano tem sido associado (Everitt, 1995; Saha e cols, 2005; Yilmazer-
Hanke, 2012). O complexo amigdaliano também recebe aferéncias
serotoninérgicas dos nucleos da rafe do mesencéfalo, dopaminérgicas da
substancia nigra e area tegmental ventral e noradrenérgicas do locus ceruleos

e subceruleo (Everitt, 1995).

Para os nucleos hipotaldamicos e para o nucleo da estria terminal, o
nucleo Ce é novamente a maior saida das projecbes amigdalianas (Gloor,
1997). Nao obstante, os nucleos Me e ACo projetam largamente a area pré-
optica medial e ao hipotdlamo medial anterior (Everitt, 1995; Gloor, 1997).
Funcionalmente conectado com o estriado, o nucleo accumbens recebem
igualmente aferéncias do complexo amigdaliano (Everitt, 1995; Fudge e cols,
2002; Yilmazer-Hanke, 2012).

Para o cortex cerebral, a formacao hipocampal apresenta conexdes

diretas com o complexo amigdaliano, sendo os nucleos lateral, acessoério basal
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magnocelular e basal parvicelular as maiores eferéncias a formacao
hipocampal (Amaral, 1992; Gloor, 1997). Adicionalmente, tomando-se em
consideracao que as aferéncias amigdalianas surgem de regides unimodais e
polimodais do neocortex frontal, cingular, insular e temporal, as eferéncias sao
direcionadas a regides neocorticais dispersas (Amaral, 1992;). As projecoes
amigdalocorticais originam-se principalmente no nucleo basal, e, em menor
extens&o, nos nucleos cortical e lateral (Everitt, 1995; Gloor, 1997). A extenséo
destas interconexdes com 0 neocortex sdo0 maiores em macacos do que as
encontradas em ratos e outras espécies ndo-primatas e eferéncias do
complexo amigdaliano atingem os lobos temporal e occipital (Everitt, 1995). O
cortex insular agranular é particularmente densamente inervado pelos nucleos
amigdalianos medial e cortical anterior. O nucleo basal é uma importante fonte
de projecdes que terminam nas camadas | e Il do cértex frontal, enquanto os
nucleos basal acessorio e lateral também contribuem as projegcbes frontais e
pre-frontais (Everitt, 1995).

1.2 Nucleo Amigdaliano Medial

O Me é encontrado superficialmente na porcdo dorsomedial do
complexo amigdaliano. Representa uma pequena regidao de substancia
cinzenta contida na profundidade do sulco endorrinal (Sims e Williams, 1990;
Gloor, 1997; de Olmos, 2004; Yilmazer-Hanke, 2012), localizada
superficialmente na dobra dorsomedial do lobo temporal, adjacente ao trato
optico (McDonnald, 1998). Forma a parede ventrolateral da fenda entre o
complexo amigdaliano e o trato oOptico (Gloor, 1997) e é uma estrutura
comprida orientada rostrocaudalmente e de modo longitudinal em primatas,
estendendo-se por quase toda extensao rostrocaudal do complexo amigdaliano
humano (Gloor, 1997). O Me faz limites inferiormente com o nucleo basal
acessorio, medialmente com o nucleo cortical, supero-lateralmente com a
substancia inominada, anteriormente com a area amigdaliana anterior e
posteriormente com o estriado ventral (Sims e Williams, 1990). Estende-se ao

longo e abaixo do assoalho ventricular da por¢gédo mesial do prosencéfalo basal
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até entrar em contato com a regido pré-éptica. Sua porgcéo dorsal encontra-se
bastante reduzida nos encéfalos de mamiferos (Gloor, 1997). E parte da
amigdala expandida que forma a substancia cinzenta da estria terminal e da via

amigdalofugal, principais vias subcorticais da amigdala (Gloor, 1997).

Poucos dados funcionais estdo disponiveis especificamente a respeito
do Me humano (revisado em Dall'Oglio e col., 2013). O Me tem sido associado
ao processamento dos estimulos olfatorios (Zald & Prado, 1997), recebendo,
modulando e adicionando a elas um componente emocional (de Olmos, 2004).
Ainda, também participa no reconhecimento de expressao facial de medo ou a
interpretacdo emocional positiva de faces com representacao feliz (Gamer e
col., 2000). Esses achados sugerem que o Me é essencial para a modulagéo
de emogdes e comportamentos sociais em seres humanos, guardando certa
homologia com o que tem sido descrito em ratos (revisado em Rasia-Filho e
col., 2012)

Em estudos com roedores, considera-se o Me e seus subnucleos como
uma regido sexualmente dimorfica, diferindo em volume, citoarquitetura,
expressao de receptores para hormdnios e transmissores quimicos, por
exemplo (revisado em Rasia-Filho e col., 2004, 2012). Em humanos, porém,
nao ha, ainda, evidéncias de que haja dimorfismo sexual no Me (Murphy,
1986), embora a delimitacdo dos bordos precisos deste nucleo seja
absolutamente dificil e controverso para que cheguem a conclusées sobre
diferencas entre homens e mulheres no volume do Me (vejam-se comentarios

criticos em Dall’Oglio e col., 2013).

A classificacdo dos neurbnios do Me varia de acordo com diferentes
autores. Com base em dados de imunohistoquimica, Sorvari (1997) descreveu
trés tipos de neurdnios encontrados nesse nucleo, a saber: 1) neurdnios do tipo
I, que apresentam soma esférico ou ovdide com 3 a 10 dendritos de mesma
espessura; o dendrito primario ramifica-se em varios dendritos secundarios
perto do soma; sdo os mais encontrados na amigdala; 2) neurénios do tipo Il,
que apresentam corpos multipolares angulares, dendritos primarios dando
origem a ramificagdes secundarias finas e sao células usualmente maiores que

os neurbnios do tipo I; 3) neurdnios do tipo lll, geralmente com corpos
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fusiformes, dendritos primarios ramificando-se mais distalmente ao soma,

podendo ocasionalmente se dividir de modo proximal.

Em estudo recente empregando-se a técnica de Golgi adaptada a tecido
humano fixado em formol a 10% por longa data (Dall’ Oglio e col., 2013), foi
observada a presencga de cinco tipos de neurdnios no Me humano. Além dos
anteriormente descritos por Sorvari, dois tipos adicionais de neurénios
multipolares foram relatados: um tipo com corpo celular piriforme e
apresentando dois dendritos primarios; e outro com corpo celular retangular e
largo, com multiplos dendritos primarios — estes ultimos neurdnios encontrados
menos frequentemente no Me. N&ao se conhece até o momento os detalhes a
respeito da morfologia dos espinhos dendriticos nesses cinco tipos de
neurénios do Me humano. Esse é um dado morfolégico e funcional
absolutamente relevante porque os espinhos dendriticos representam locais de
contato e processamento da atividade sinaptica. Com isso, pode-se buscar, a
partir do estudo da forma e distribuicdo dos espinhos dendriticos, informagdes
inéditas que podem direcionar os raciocinios sobre como os neurénios do Me
humano processam informagbes aferentes e isso para comparagdes entre

condi¢des normais e patologicas que afetam esta estrutura neural.

2. Espinhos Dendriticos

Espinhos dendriticos s&do protrusdes neuronais que servem como
especializagbes sinapticas encontradas na superficie dos dendritos, descritos
pela primeira vez por Santiago de Ramén y Cajal em 1888 ao estudar células
de Purkinje cerebelares. Sao encontrados na maioria dos neurdnios encefalicos
e recebem principalmente contatos sinapticos excitatérios (Hering e Sheng,
2001; Yuste e Bonhoeffer, 2004; Bourne e Harris, 2007; Yuste, 2011; Lai e Ip,
2013). Uma proporgédo variavel de espinhos dendriticos pode ser estavel
morfologicamente e funcionalmente, mas outra parte, dependendo de cada
regido central estudada, por ser “plastica” e ter seu numero, distribuicdo e

forma alterados devido a variagcbes elétricas e bioquimicas locais e
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dependentes da demanda de atividade sinaptica sobre si (revisado em Yuste,
2011, 2013).

Principais especializagbes dendriticas, o0s espinhos apresentam
diferentes morfologias, e sua heterogeneidade & observada na forma, tamanho
e distribuicdo ao longo do comprimento dendritico (Benavides-Piccione e col.,
2002), variando muito entre diferentes areas encefalicas e espécies
(Benavides-Piccione e col., 2002; Merlo e col. 2011; Rochefort e Konnerth,
2012). Existe uma diversidade de divisbes na classificagdo dos espinhos
quanto a forma, mas uma caracteristica muito reconhecida da distribuicéo
morfol6égica é o continuum na sua variabilidade de forma e tamanho (Arellano e
col., 2007). Neste estudo, os espinhos serdo classificados em fino, achatado,
espesso, em forma de cogumelo ou ramificado (conforme Fiala e Harris, 2007;
Brusco e cols., 2010 e referéncias citadas nestes artigos). Imagens
representativas desses tipos morfoldégicos de espinhos sdo apresentadas na
Figura 2. As diferengas funcionais entre esses espinhos ser&o exploradas mais
adiante.

Ocasionalmente, espinhos ainda podem apresentar protrusbes ainda
menores em direcdo as estruturas de seu entorno, ao que se denomina de
espinulas. Como uma classificacdo aparte, os “filopodia” sdo protrusdes finas,
sem cabeca e de maior comprimento (~5um) em comparacao aos espinhos
dendriticos (~2um) (Fiala e Harris, 2007), presentes em maior quantidade no
encéfalo em desenvolvimento (Yuste e Bonhoeffer, 2004; Segal, 2005).
Possuem carater transitorio (Fiala e Harris, 2007) e podem ser considerados
precursores dos espinhos na sinaptogénese (Hering e Sheng, 2001; Segal,
2005).
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Figura 2 — Desenho representativo das diferentes morfologias de
espinhos dendriticos, surgindo a partir de uma linha de base que representa o
ramo dendritico, tal como se observa pelo emprego da técnica de Golgi e a

microscopia de luz. Adaptado de Brusco e col. (2010).

Os espinhos podem ser estudados quanto a seu numero, forma e
distribuicdo nos ramos dendriticos. Quanto a sua densidade por micrémetro
dendritico, apesar dos mecanismos de surgimento e estabelecimento dos
espinhos dendriticos ainda ndo estarem plenamente esclarecidos, acredita-se
que podem ser formados por dois processos diferentes: proveniente de um
“filopodium” e o por surgimento a partir de uma sinapse feita diretamente no
tronco dendritico (Segal, 2005, 2010). Da primeira forma, ocorre a projecao de
um “filopodium” e a procura por um terminal axonal para contato o que, quando
se forma uma sinapse com um terminal pré-sinaptico, faz retrair o “filopodium”
e desenvolver um novo espinho. Uma vez que “filopodia” raramente sé&o
encontrados em neurdnios maduros, acredita-se que o mecanismo da
espinogénese nestes pode ser diferente em comparagdo com o neurbnio em
desenvolvimento. Da segunda forma, pode ocorrer o surgimento ou, ao
contrario, a retracdo e mesmo o desaparecimento de um espinho de acordo

com o estabelecimento ou ndo de atividade sinaptica no tronco dendrito. Neste
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caso também € notavel que ha sinapses diretamente no tronco dendritico, as
quais podem gerar respostas eletrofisiologicas mais intensas que as feitas em
decorréncia da ativagdo dos espinhos, e que ndo necessariamente vao gerar
novos espinhos locais (Segal, 2005, 2010). Por fim, é ainda possivel que a
demanda sinaptica e a atividade imposta a cada espinho determine sua
permanéncia ou perda. Desta forma, esta descrita a redu¢do na densidade de
espinhos dendriticos em neurbnios cuja circuitaria apresenta depressédo de
longa duragao (LTD), enquanto a espinogénese esta relacionada a potenciacao
de longa duracéao (LTP) (Segal, 2005).

No encéfalo maduro de mamiferos ha enorme variagcdo no tamanho e
forma dos espinhos dendriticos, podendo apresentar volumes menores que
0,01 ym a maiores que 1,5 ym (Harris e Kater, 1994). Esses diferentes
espinhos podem coexistir de forma muito préxima em um mesmo ramo
dendritico, podendo inclusive formar sinapses com o mesmo terminal pré-
sinaptico (Sorra e Harris, 1993). Essa proximidade, ainda, pode levar ao
compartiihamento de um mesmo pesco¢o por duas ou mais cabecas de
espinhos, ocasionando os espinhos denominados ramificados. Apesar disso,
estes ultimos ndo sédo achados freqlentes, podendo ser considerados um

evento raro dependendo do tipo neuronal estudado (Fiala e Harris, 2007).

O tamanho dos espinhos dendriticos pode ser determinante na sua
composicéo intracelular e vice-versa. Como exemplo, espinhos de maior
tamanho contém maior quantidade de mitocdndrias, polirribossomos na base
do pescocgo do espinho e maior densidade de receptores glutamatérgicos do
tipo AMPA no terminal pés-sinaptico, como é caso dos espinhos com formato
de cogumelo. Por outro lado, espinhos finos ndo apresentam essa mesma
composicdo e podem ter mais receptores glutamatérgicos do tipo NMDA no
terminal pré-sinaptico (Fiala e Harris, 2007; Bourne e Harris, 2007; Arellano e
col, 2007).

A morfologia dos espinhos dendriticos pode se relacionar com suas
propriedades funcionais (Benavides-Piccione e col., 2002; Garcia-Lopez e col.,
2007; Lai e Ip, 2013). Deste modo, parametros como comprimento do pescogo

e espessura da cabeca poderiam explicar a distribuicdo de receptores na
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membrana pds-sinaptica, a motilidade e estabilidade dos espinhos e a difusao
de ions e moléculas entre espinho e ramo dendritico (Yuste e col., 2011). A
variagdo morfolégica dos espinhos pode, entdo, relacionar-se com a atividade
sinaptica processada por este espinho (Alvarez e Sabatini, 2007). Ou seja, a
densidade pés-sinaptica, que corresponde a aproximadamente 10% do volume
da cabeca do espinho, depende da quantidade de impulsos que este espinho
recebe, tornando-o mais estavel quanto a sua morfologia e funcionamento e,
consequentemente, com a freqiiéncia e intensidade da atividade sinaptica da
via aferente (Segal, 2005; Bourne e Harris, 2007). Ademais, ao se estudar a
ultraestrutura dos terminais pré-sinapticos e dos espinhos contactados,
encontram-se sinapses preponderantemente com aspecto morfolégico
assimétrico (tipicamente contendo o neurotransmissor excitatorio glutamato)
ou, em menos de 10% das vezes, simétrico (e que contém principalmente o

neurotransmissor inibitério GABA) (Merlo e col, 2011; Brusco e col., 2013).

Outras relacdes entre morfologia e funcdo sdo possiveis de serem
percebidas para os espinhos dendriticos. Como exemplos, a forma de um
pescoco fino e comprido pode isolar eletricamente e bioquimicamente a cabeca
do espinho do ramo dendritico (Holmes, 1990; Segal, 2005; Alvarez e Sabatini,
2007; Rochefort e Konnerth, 2012) e o volume da cabeca e o comprimento dos
pescogos dos espinhos dendriticos podem se relacionar com a
compartimentalizacdo de calcio (Benavides-Piccione e col., 2002; Segal, 2005,
2010). Esta propriedade isolaria o dendrito dos picos de célcio que seguem a
atividade sinaptica, exercendo-se papel protetor contra a morte neuronal
(Segal, 2010). Tal fungéo pode ser correlacionada, em parte, com o fato de que
niveis moderados de calcio proporcionam o crescimento do espinho, enquanto
que niveis elevados induzem a diminuicdo de tamanho e mesmo ao seu
colapso (Segal, 2005; Alvarez e Sabatini, 2007; Garcia-Lopez e col., 2007;
Segal, 2010; Merlo e col. 2011). Tudo isso indica que o estudo das diferentes
morfologias dos espinhos dendriticos dao pistas sobre o impacto que as
sinapses causam nos neurdnios e esta atividade como base de funcionamento

de uma estrutura nervosa.

Apesar de terem sido considerados como estruturas estaveis por muitos

anos (Bonhoeffer e Yuste, 2002) os espinhos dendriticos sdo definitivamente
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reconhecidos como possiveis componentes celulares dinamicos (Hering e
Sheng, 2001; Fiala e Harris, 2007). Estudos in vivo demonstraram que a forma
e o0 volume dos espinhos podem mudar em questdo de minutos ou horas
(Hering e Sheng, 2001) proporcionada principalmente pelo rearranjo de actina
no citoesqueleto (Bonhoeffer e Yuste, 2002; Segal, 2005; Lent, 2008;
Hotulainen e Hoogenraad, 2010; Fortin e col., 2012). Com isso, 0s espinhos
dendriticos s&o estruturas chave para entendimento da plasticidade neural
(Holmes, 1990), principalmente no encéfalo maduro (Lent, 2008). Os espinhos
dendriticos ndo s&o, portanto, apenas achados morfoldégicos, mas estruturas
capazes de aumentar a area de superficie dos dendritos, aumentando a
conectividade entre os neurdnios, para compartimentalizacdo bioquimica da
atividade sinaptica e para modular de forma diferente a excitabilidade de

distintas regides neuronais (conforme revisado por Yuste, 2011, 2013).

A morfologia alterada de espinhos dendriticos, tanto na distribuicdo
quanto na morfologia e na sua ultraestrutura, esta presente em diversas
desordens neuroldgicas (Fiala e col., 2002; Merlo e col. 2011), como autismo
(Hustler e Zhang, 2010; Spronsen e Hoogenraad, 2010; Penzes e col., 2011),
sindrome do X fragil (Irwin e col., 2000; Fiala e col., 2002; Hustler e Zhang,
2010; Portera-Cailliau, 2012), sindrome de Down (Fiala e col., 2002), doencga
de Alzheimer (Fiala e col., 2002; Spronsen e Hoogenraad, 2010; Penzes e col.,
2011; Nwabuisi-Heath, 2013) e esquizofrenia (Blanpied e Ehlers, 2004; Penzes
e col., 2011). A alteragdo mais comum é a degeneracéao varicosa dos dendritos,
muitas vezes relacionados com excitotoxicidade e formacao de radicais livres
de oxigénio no local, o que leva a edema celular e alteracédo na morfologia dos
espinhos (Garcia-Lopez, 2007). Por isso, € relevante também aqui estudar as
alteracdes patoldgicas nos espinhos dendriticos como relacionados com as
manifestagcbes clinicas de diversas doencas que afetam o sistema nervoso

central.

Devido ao seu tamanho, os espinhos dendriticos sdo especializacbes
dificeis de serem estudadas a microscopia de luz. Um dos ébices decorre do
seu pequeno tamanho e o fato de que espinhos podem estar localizados acima
ou abaixo dos ramos dendriticos e deixarem de ser observados nos cortes

histolégicos (Fiala e Harris, 2007). Como estratégia, poder-se-ia explorar a sua
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visualizacdo no eixo “Z” espacial do microscépio Optico, o que possibilitaria
acompanhar os espinhos em toda extensao tridimensional do dendrito e, desse
modo, evitar descrigcbes parciais da morfologia. Apesar do relato recente da
presenca de neurénios com espinhos dendriticos no Me humano, ndo ha ainda
na literatura descricdes detalhadas sobre a morfologia tridimensional desses

espinhos.

3. Técnica de Golgi

A técnica de Golgi foi a primeira na Citologia e Histologia que permitiu a
visualizagdo simultdnea do soma, axbénio e dendritos de neurdnios. Camillo
Golgi publicou a técnica em 1873, porém somente anos mais tarde, em 1885,
ela recebeu mais atengdo com os achados de Bleuer e Ramén y Cajal. Desde
entdo, o método tem sido utilizado para descrever a morfologia de neurdnios de

diferentes espécies (Larriva-Sahd, 2013).

Esta técnica se baseia na impregnacao argéntica de neurdnios e células
gliais em secc¢des histologicas de tecido nervoso. A variabilidade na qualidade
e intensidade da impregnacédo do tecido € bastante comum, porém, quando
bem sucedida, permite a visualizagdo dos componentes neuronais por meio de
uma coloragdo negra, a qual contrasta com um “fundo” pardo. Em geral,
estima-se que tal reagdo impregna entre 1 a 10% das células de uma regiao, o
que frequentemente possibilita a visualizagdo mais detalhada e fidedigna dos
neurénios isolados de células adjacentes. Deve-se atentar, entretanto, a
diversos fatores que podem afetar a qualidade dos resultados, como a idade do
animal, o tempo de fixagdo do tecido antes da execucé&o da técnica, a
temperatura ambiente e das substancias empregadas e as diferentes regides
do tecido nervoso a serem estudadas (Dall’'Oglio e col., 2007). Os espinhos
dendriticos, por si s6 ja representam uma dificuldade para estudo uma vez que
seus detalhes morfolégicos podem estar no limite da resolu¢do do microscopio

de luz.

Desde a publicagcdo original da técnica por Camillo Golgi, diversas

variagdes foram desenvolvidas, a fim de facilitar a execugao e obter resultados
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com maior sucesso. Neste estudo, utilizamos uma variacédo do procedimento
‘single-section” adaptado para tecido humano e descrito por Dall’Oglio e col.
(2010).

Ao analisar as imagens obtidas, é importante considerar alguns cuidados
para a aquisicdo de dados que se enquadrem em critérios rigidos de aceitacao
para estudo. Dentre esses cuidados, destacam-se a necessidade de saber
corretamente a localizagdo da regido a ser estudada, a pratica de evitar os
bordos das regides de interesse e células em zonas de transi¢cao entre nucleos
ou subnucleos, a escolha de neurbnios que estejam bem impregnados pela
prata em toda a sua extensdo e que apresentem espinhos dendriticos que
permitam ser identificados e classificados sem duvidas (Dall’Oglio et al, 2007).
Para todos os intentos de estudo, faz-se ainda necessaria a utilizagao de
equipamento adequado e que possibilite a visualizagdo dos espinhos em
grande aumento e com preservacao da nitidez das imagems (Fiala e Harris,
2007; Dall’'Oglio, 2007). Isso foi desenvolvido para esta dissertacdo de
mestrado e envolve a reconstrugdo tridimensional de espinhos dendriticos do
Me humano Impregnados pela técnica de Golgi e estudados sob microscopia

de luz.

4. Técnica do Dil e microscopia confocal

A microsocopia confocal € técnica de imagem mais recente e que utiliza
feixe de laser de entrada, o feixe de excitagcédo, focado numa pequena area de
tecido e no sentido das lentes das objetivas. A denominagéo confocal deriva do
fato de que lasers nas 3 coordenadas espaciais sdo colocado em um plano
focal conjugado na amostra de tecido. Um detector é utilizado na captagao da
imagem confocal, permitindo-se, ao mudar o ponto focado, a captura da
imagem para posterior reconstrucdo tridimenstional (Nwaneshiudu e col.,
2012). Esta técnica possibilita a visualizacdo das imagens com melhor
contraste e resolucdo em comparagao a microscopia de luz (Rasia-Filho e col.,
2010).
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Com esta técnica, é possivel estudar a morfologia dos espinhos
dendriticos por meio do uso do corante fluorescente lipofilico do grupo das
carbocianinas denominado “1,17—dioctadecyl-3,3,Y,3’-
tetramethyllindocarbocyanine perchlorate” (Dil). A aplicagdo extracelular deste
fluorocromo em secgdes encefalicos e o uso de microscopia confocal permite a
visualizagdo de detalhes dos espinhos dendriticos em imagens reconstruidas
tridimensionalmente e com nitidez que pode vir a retificar ou ratificar os dados
obtidos com a microscopia de luz (Rasia-Filho e col., 2010, Brusco e col.,
2010). De fato, o procedimento técnico empregando-se Dil é, em geral, mais
facil, quando comparado com a técnica de Golgi, devido a sua rapidez e
reprodutibilidade.

Algumas complicagdes na difusdo do corante podem ocorrer e, em
varias ocasides, ramos dendriticos e espinhos sdo observados no neurdpilo,
mas nao concomitantemente com os corpos celulares de origem (Rasia-Filho e
col., 2010). A técnica também sofre com a perda da estrutura da membrana
celular, por onde o Dil deve se difundir, o que representa grau de dificuldade
adicional no seu emprego em tecido humano post mortem. Quando se
visualizam os espinhos dendriticos, no entanto, eles podem ser descritos
quanto a sua variedade morfolégica. A quantificagdo dos resultados obtidos
para os espinhos, quer seu comprimento, didmetro de cabeca e pescog¢o ou
volume total sdo absolutamente questionaveis e problematicos em tecido que
teve processos patoldgicos de autédlise, modificacdo osmaotica e de pH teciduais
e que foi submetido a processamento histoldégico, como o emprego de
substancias quimicas para preservacdo ou a desidratagdo e retirada de
lipideos do tecido. Isso faz com que os espinhos dendriticos do Me humano
estudados em tecido post mortem venham a ser descritos quanto a sua
presenca, densidade e o aspecto morfolégico como um continuum de formas e
ndo com seus dados morfométricos plenos. A rigor, todos os aspectos dos
espinhos poderiam sofrer algum grau de alteracdo pela n&o preservacédo do
tecido como in vivo, mas as abordagens neurocirurgicas que envolvem o Me
humano raramento mantém-no intacto no momento da remocéo de tecido
traumatizado, ou invadido por células neoplasicas ou quando da aspiragédo do

tecido para a remocao de area epileptogénica.
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Tendo por base os comentarios acima e a intencéo de contribuir para o
avanco do conhecimento dos detalhes da morfologia neuronal do Me humano,
mormente dos espinhos dendriticos locais, conjugaram-se técnicas para estudo
na presente dissertacdo: a técnica de Golgi com emprego da microscopia de
luz e a técnica do Dil com emprego da microscopia confocal. Em ambas
trabalhou-se para fazer a reconstrugdo tridimensional das imagens diminutas
dos espinhos dendriticos e descrevé-los quanto a sua presenca nos 5 tipos
neuronais descritos recentemente no Me humano e os aspectos morfoldgicos
gerais desses espinhos, 0 que veio a se comprovar como tendo desde formas
simples até complexas que nunca haviam sido relatadas anteriormente nem no

ser humano e nem em outros animais estudados em laboratério.
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OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Descrever e caracterizar os espinhos dendriticos de neurbnios
encontrados no Me de seres humanos por meio da técnica de
reconstrugdo tridimensional de imagem sob microscopia de luz e
confocal

1.1. Objetivos especifcos

Descrever detalhadamente os tipos de espinhos dendriticos somaticos e

dendriticos encontrados no Me humano.

Classificar os tipos morfolégicos de espinhos somaticos e dendriticos
nos diferentes neurbnios presentes no Me humano e discutir as
possiveis correlagdes funcionais desses espinhos com a atividade

sinaptica local.
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Abstract

The human medial amygdaloid nucleus (Me) has been recognized as an important
subcortical area for the interpretation of visual and olfactory stimuli, the elaboration of
emotions and social behaviors, and alterations in various neuropathological
conditions. This addresses the importance of a detailed study of the Me neurons and
spines, specialized postsynaptic compartments where most excitatory contacts are
made. Here, we provide these data and depict somatic and dendritic spines in the 5
types of multipolar neurons of the adult male human Me from both hemispheres using
the Golgi method and light microscopy, and the carbocyanine Dil fluorescent dye and
confocal microscopy. The Me spines had their bidimensional and tridimensional
images reconstructed and showed a continuum of shapes and sizes, laying isolated or
forming clusters, and were classified as: thin, mushroom, stubby/wide, ramified or,
notably, as atypical and with a notable complex morphology (e.g., double spines,
enlarged spines with both thin thorns and variable bulbous protrusions, spines with
racemose appendages, and thorny excrescences). Large thin spines with a gemmule
appearance, spinules, and filopodium-like protrusion were also observed. Although
with particularities, these pleomorphic spines were found on the cell body, in proximal
dendrites, and along different lengths of dendritic branches, which indicate a
potentially variable synaptic strength and plasticity in the human Me. The present data
set another level of complexity to the understanding of the Me cellular specialization
and synaptic organization and provide a basic contribution to the implications of this

brain area in normal and pathological conditions.
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INTRODUCTION

The human amygdaloid complex is an aggregate of various nuclei with distinct
cytoarchitectonical, connectional, and functional features in the subcortical part of the
dorsomedial pole of the temporal lobe, rostral to the hippocampus, and close to the
inferior margins of the claustrum, putamen, and globus pallidus (Brodal, 1981; Everitt,
1995; de Olmos, 2004; Yilmazer-Hanke, 2012; Dall’'Oglio et al., 2013). The medial
amygdaloid nucleus (Me) has a superficial position, lateral to the optic tract and at the
fundus of the endorhinal sulcus, with an irregular shape in the rostro-caudal axis
(Everitt, 1995; Gloor, 1997; de Olmos, 2004). There are some evidence to suggest
that the Me can form a continuum with part of the bed nucleus of the stria terminalis
(BST) in monkey and human (Martin et al., 1991; Heimer et al., 2008), but the
definitive subdivision of the human Me could not be reliably and uniformly established

until the moment (Dall'Oglio et al., 2013 and references therein).

The connectivity and functional implications of the primate Me are under study as well
(Yilmazer-Hanke, 2012). As reviewed elsewhere (Dall’Oglio et al., 2013), the monkey
Me receives intra-amygdaloid connections from the basal and lateral nuclei and
projects to the accessory basal, anterior cortical and central nuclei, to the
periamygdaloid cortex, and to the amygdalohippocampal area (Everitt, 1995; Freese
and Amaral, 2009). Major afferences to the Me come from the brainstem
peripeduncular nucleus, the hypothalamic ventromedial nucleus, the lateral area, the
supramammillary region, and the rostral insular cortex; whereas relevant output

projections reach the medial areas of the BST, the medial preoptic area and the
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anterior medial hypothalamus, including the paraventricular and supraoptic nuclei as
well as the hypothalamic ventromedial, the dorsal and ventral premammillary nuclei,
and the midline thalamic nuclei (Everitt, 1995; Freese and Amaral, 2009). Accordingly,
the Me neurons are placed in various neural circuits and can influence the processing
of relevant social stimuli. For example, the human Me likely participates in the
interpretation of olfactory stimuli (Zald and Prado, 1997), in the gonadal hormone-
mediated premenstrual increase in stress-induced negative affect (Ossewaarde et al.,
2013), and the perception and processing of aversive stimulus caused by fearful faces
or the positive valence of happy faces needed for the elaboration of emotions and
behavioral displays (Gamer et al.,, 2010). Although it is technically difficult to
determine the separate functions and specific disturbances occurring in each
amygdaloid nucleus, which hopefully will be improved by new image techniques
(Saygin et al., 2011), the Me has been associated with the pathogenesis of various
neurological and psychiatric disorders, such as epilepsy, autism, schizophrenia,
Parkinson’s disease, Huntington’s corea, and Alzheimer's disease (e.g., Sorvari,

1997; Schumann and Amaral, 2005, and references therein).

These data reinforce the need for a detailed study of the Me neurons and local
synaptic organization. In this sense, spines are specialized protrusions mainly
involved with signaling excitatory synaptic input onto neurons (c.f., Harnett et al.,
2012; Fortin et al., 2013; but see also Brusco et al., 2014), the elaboration of voltage-
sensitive postsynaptic responses, and the ensuing electrophysiological activity of the
neuron on integrated neural networks (Gulledge et al., 2012; Lee et al.,, 2012;
Rochefort and Konnerth, 2012; Yuste, 2013). The structural plasticity of dendritic
spines is evident by their variable shapes, sizes, and distribution, which can be
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affected by both synaptic demand and strength (Garcia-Lopez et al., 2010). Dendritic
spines can also buffer synaptically-mediated calcium increase (Segal, 2010),
compartimentalize intracellular biochemical cascades or initiate the mechanisms for
information storage (Boersma et al., 2011; Fortin et al., 2012; see also Yuste, 2011)
Therefore, the study of spines provide insight into the wiring of brain circuits, the
selective formation and retention of synaptic contacts between neurons, the
mechanisms for arranging new connections in adult brains, and those of altered
synapses in various disease states (Belichenko et al., 2009; Garcia-Lépez et al.,
2010; Kuwajima et al., 2013). It is remarkable that structural aspects of dendritic
spines can vary according to the increasing inputs and integrative capacity of
neurons, among brain areas (Jacobs et al., 1997; 2001; Anderson et al., 2009), and
between species (Benavides-Piccione et al., 2002), including differences when
comparing humans with other great ape species, our closest living relatives (Bianchi

et al., 2012).

Recently, 5 types of neurons were identified in the human Me based on the Golgi
method (Dall’Oglio et al., 2013), which expanded previous immunohistochemical
results (Sorvari, 1997), but no detailed description of the spines in these different
populations of Me neurons was available. The presence and shape of somatic spines
are rarely described in morphological studies. Here, we provide these data and show
details on the shape and distribution of both somatic and dendritic spines in the
neurons of the human Me by bidimensional- and tridimensional (3D)- reconstruction of
images obtained with the Golgi method and light microscopy, and with the
carbocyanine Dil fluorescent dye and confocal microscopy. We observed both
isolated and clustered spines with a continuum of different classical shapes, but,
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interestingly, also found some atypical and more complex dendritic spines in the
human Me with no absolute counterpart in the Me of other already studied species
(e.g., based on the available images: rat, Rasia-Filho et al., 2004; Cooke et al., 2007;
Rasia-Filho et al., 2012; Brusco et al., 2014; mouse, Bian et al., 2008; Niimi et al.,
2012; Bian, 2013; cat, Hall, 1972; monkey, Pitkdnen and Amaral, 1994; McDonald et

al., 1995).
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