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LISTA DE FIGURAS

Classificacdo dos nucleos que compde a amigdala do rato com suas subdivisoes
anatomicas e seus componentes principais, conforme descrito por Alheid et al.,
(1995) modificado por Rasia-Filho et al. (2000), Marcuzzo (2006) e Dall'Oglio
(2007).

Representagdo esquematica de cortes coronais do encéfalo do rato onde se pode
observar os quatro subntcleos da AMe: AMeAD (em amarelo), AMeAV (em
verde), AMePD (em azul) e AMePV (em vermelho). Os valores em mm colocados
no lado direito das imagens referem-se a distancia posterior ao bregma. Figuras e
abreviaturas baseadas no atlas do encéfalo do rato de Paxinos e Watson (1998),
equivale as figuras 26 a 31 deste, iniciando-se na parte superior a inferior da
figura, reproduzida de Marcuzzo, 2006.

Representagdo esquematica da amigdala pdstero-dorsal de rato e sua divisdo em
regido dorsal e ventral (neste caso, AMEApd e VMEApd, respectivamente),
conforme descrito originalmente e copiado de Gréco et al. (2003).

Fotomontagem de neurdnio de tipo bipenachado do subnucleo postero-dorsal do
nicleo medial da amigdala de rato adulto. Impregnacdo pela técnica de Golgi.
Escala = 50 um (Dall Oglio, 2007).

Fotomontagem de neurdnio de tipo estrelado do subnucleo podstero-dorsal do
nicleo medial da amigdala de rato adulto. Impregnacdo pela técnica de Golgi.
Escala = 50 um (Dall"Oglio, 2007).

Desenho esquematico da ultraestrutura do espinho dendritico onde se observam a
cabega e 0 pescogo do espinho que emergem do dendrito adjacente na base da
figura. Alguns elementos constituintes da estrutura do espinho estdo
demonstrados. PSD, densidade pds-sindptica; REL, reticulo endoplasmatico liso;
VE, vesicula endocitica. O aparelho do espinho, filamentos de actina ,e
polirribossomos formam o citoesqueleto do espinho (adaptado de HERING;
SHENG, 2001).

Representagdo esquematica das diferentes morfologias dos espinhos dendriticos,
como se observa a microscopia de luz, surgindo a partir de uma linha de base que
representa o tronco dendritico (adaptado de HERING; SHENG, 2001 e
reproduzida de MARCUZZO, 2006).



Figura 8

Figura 9
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Tabela 1

Desenhos esquematicos feitos em camara clara, acoplada a microscopio Optico
dos espinhos dos primeiros 40 um dendriticos de neurdnios do lado direito (A)

e esquerdo (B), impregnados pela técnica de Golgi, da amigdala medial postero-
dorsal de ratos machos adultos. Os neuronios provenientes do mesmo subnucleo

e do lado direito (C) e esquerdo (D) de fémeas em diestro estdo mostrados abaixo.
Neste caso os neurdnios sdao do tipo bipenachado e a morfologia dos espinhos ¢
dendriticos pode ndo ser idéntica & real por razdes técnicas, mas a quantidade
serviu para as determinagdes da densidade de espinhos dendriticos.

Valores expressos como média + desvio padrao da densidade de espinhos obtida
nos primeiros 40 pm dendriticos de neurdnios impregnados pela técnica de Golgi
da amigdala medial postero-dorsal dos lados direito e esquerdo de ratos machos
adultos e de fémeas em diestro. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos.

Desenhos esquematicos feitos em camara clara, acoplada a microscépio optico,
dos espinhos dos primeiros 40 um dendriticos de neuronios impregnados pela
técnica de Golgi da regido dorsal (A) e ventral (B) da amigdala medial postero-
dorsal lado esquerdo de ratas adultas em proestro. Neste caso os neurdnios sao
bipenachados e a morfologia dos espinhos dendriticos pode ndo ser idéntica a
real por razdes técnicas, mas a quantidade serviu para as determinagdes da
densidade de espinhos dendriticos.

Valores expressos como média + desvio padrao da densidade de espinhos obtida
nos primeiros 40 pm dendriticos de neurdnios impregnados pela técnica de Golgi
das regides dorsal e ventral da amigdala medial postero-dorsal esquerda de ratas
em proestro. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

TABELA

Aferéncias intra-amigdalianas e extra-amigdalianas para os subntcleos
do nucleo medial da amigdala, conforme McDonald (1998) e Pitkanen
(2000) e adaptado por Hermel (2006) e Dall'Oglio (2007).



RESUMO

O nucleo medial da amigdala ¢ uma estrutura sexualmente dimorfica no encéfalo
de ratos e esta dividida em quatro subnucleos, um deles ¢ o pdstero-dorsal (MePD). O
MePD esta sob agdo epigenética exercida pelos esterdides sexuais em ambos 0s sexos e,
dada sua hodologia, modula diversos comportamentos sociais como ¢ o caso dos
reprodutivos. Os espinhos dendriticos representam locais preferenciais para contato
sindptico nos neurdnios ¢ a plasticidade neural. Nao obstante, ndo esta descrito ainda o
efeito da lateralidade hemisférica na densidade de espinhos dendriticos no MePD de
ambos os sexos. E nem se ha diferengas nos espinhos dendriticos dentro deste
subnucleo nas regides dorsal e ventral em fémeas, uma vez que existem diferencas
quanto a expressao de receptores para estrogé€nio nesses locais. O presente trabalho teve
por objetivos estudar a densidade de espinhos dendriticos no MePD dos lados direito e
esquerdo de machos e fémeas em diestro, e estudar a densidade de espinhos dendriticos
nas regides dorsal e ventral do MePD de ratas na fase de proestro. Foram utilizados
ratos Wistar adultos (n = 6 animais em cada grupo) cujos encéfalos foram processados
de acordo com variagdo da técnica de Golgi. Neurdnios bem impregnados pela prata e
indubitavelmente presentes no MePD foram selecionados para estudo (n = 48 neurdnios
para cada variavel experimental testada, 8 ramos dendriticos diferentes por area/animal).
Os espinhos presentes nos primeiros 40 pm dendriticos foram desenhados com auxilio
de uma camara clara acoplada a microscépio optico (1000 x). Os dados médios da
densidade de espinhos dendriticos dos lados direito e esquerdo do MePD de machos e
fémeas em diestro foram submetidos ao teste da anélise da variancia de duas vias para
medidas repetidas e os valores obtidos nas regides dorsal e ventral de fémeas em
proestro foram comparados pelo teste “t” de Student pareado (em ambos os casos, o
nivel de significancia estatistica foi estabelecido em p < 0,05). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa quanto ao sexo, a lateralidade ou a interagcdo entre esses
fatores entre machos e fémeas em diestro (valores em torno de 2 espinhos/um

dendritico; p > 0,2 em todos os casos). Da mesma forma nao houve entre as regides
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dorsal e ventral das fémeas em proestro (valores em torno de 1,7 espinhos/um
dendritico; p = 0,1). Os resultados sugerem que, apesar de dados na literatura indicarem
diferengas hemisféricas na ocorréncia de potenciais pos-sindpticos excitatorios nos
neurdnios do MePD de ratos pré-puberes machos e fémeas, nao ha diferenca no nimero
de espinhos nos dendritos proximais que justifiquem tal achado prévio ou, pelo menos,
que nao sao esses os locais preferenciais para gerar tal achado eletrofisioldgico.
Adicionalmente, apesar de terem sido descritas expressoes diferentes para receptores de
tipo a e P nas regioes dorsal e ventral do MePD, isto ndo gera diferenga no niumero de
espinhos dendriticos proximais nessas regides em fémeas durante a fase do ciclo
ovulatério que apresenta os maiores valores de estradiol em circulagdo, a saber a fase de
proestro. Esses achados complementam os conhecimentos atuais sobre a MePD de ratos
e indicam que a densidade de espinhos dendriticos ndo representa o elemento
preferentemente e diretamente correlaciondvel com outros dados da literatura
mencionados, embora seja um local de plasticidade sindptica em outras condigdes

experimentais.
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ABSTRACT

The posterodorsal medial amygdaloid nucleus (MePD) is a sexually dimorphic area in
the rat brain and dendritic spines are specialized postsynaptic sites involved with local
neural plasticity. Electrophysiological data showed that prepubertal males have more
excitatory synapses than females in the left MePD. Besides, dorsal and ventral MePD
neurons have a different expression of estrogen in mating-responsive neurons in the
adult female rats. Based onf3 or areceptors these previous findings, the “single-section”
Golgi method was employed in adult rats (n = 6 in each group) to reveal: (1) the effect
of hemispheric laterality in the density of dendritic spines in the MePD of males and
diestrus females, and (2) the density of dendritic spines in the MePD dorsal and ventral
subregions in proestrus females (mean values from n = 48 neurons for each
experimental variable, 8 different dendritic branches per area/animal). There were no
statistically significant difference for sex, laterality, and the interaction of these factores
between males and diestrous females (p > 0.2), nor for the dorsal and the ventral MePD
dendritic spine density in proestrus females (p > 0.1). These findings complement
current knowledge about the rat MePD and suggest that the number of proximal
dendritic spines is not lateralized at adulthood. In addition, the different expression of
estradiol receptors in the dorsal and ventral MePD did not induce a distinct spine

number during the peak of circulating ovarian steroids in the proestrus.

12



1. INTRODUCAO

1.1 Amigdala

A amigdala, ou complexo amigdaliano, ¢ uma estrutura que compreende
subnucleos situados no lobo temporal, lateral ao hipotadlamo e ventral ao estriado, no
prosencéfalo basal de mamiferos (ALHEID et al., 1995). Em primatas, ¢ caracterizada
como uma massa ovoide de substancia cinzenta, localizada na por¢ao terminal e rostral
da formagdo hipocampal (ALHEID et al., 1995; de OLMOS, 1999). Em ratos, no
entanto, localiza-se anteriormente ao hipocampo ventral e apresenta relacdo com o

hipocampo somente na area de transi¢cao mais posterior (de OLMOS et al., 2004).

A amigdala de ratos ndo ¢ também nem uma unidade anatomica nem funcional
(SWANSON e PETROVICH, 1998). Preferentemente, ¢ formada por nucleos e
subnucleos que formam wuma complexa rede estrutural inter-relacionada e
multifuncional, uma vez que esta envolvida na modulacao de diversos comportamentos
sociais (ALHEID et al., 1995; EVERIT, 1995; SWANSON, PETROVICH, 1998;
RASIA-FILHO et al., 2000; de OLMOS et al., 2004). Os nucleos amigdalianos
compdem vias preservadas filogeneticamente, como as aferéncias que recebe do bulbo
olfatério principal e acessorio e as eferéncias que envia para varios nucleos e
subsistemas funcionais do hipotalamo (PETROVICH et al., 2000 AIZAWA et al.,
2004). Isso comprova a importancia dos nucleos amigdalianos para a sobrevivéncia e
adaptagdo do animal em seu ambiente, integrando atividades comportamentais,
endodcrinas, simpdticas e parassimpaticas, inatas ou aprendidas (RASIA-FILHO et al.,

2000).

13



De fato, foi a partir do trabalho pioneiro de Kliiver e Bucy (1939) que se
demonstrou que a lesdo que envolvia o lobo temporal anterior de macacos fazia com
que esses animais apresentassem agnosia visual, tivessem uma tendéncia a investigar
com a boca toda a sorte de objetos colocados a seu alcance, diminuissem sua
agressividade e as manifestagdes comportamentais relacionadas com medo, além de
apresentarem um aumento anormal do comportamento sexual (como revisado em
RASIA-FILHO et al., 2000). Dentre as diferentes fun¢des dos nucleos amigdalianos
em ratos estdo as repostas a estimulos gerados por medo e ansiedade, percep¢des de
estimulos olfatdrios e hormonais (como o dos esterdides sexuais e os glicocorticoides),
modula¢do dos comportamentos reprodutivo, maternal e defensivo e participagdo na
aquisi¢ao do aprendizado e da memoria condicionada (KLING e BROTHERS, 1992;
LeDOUX, 1992; EVERIT, 1995; KONDO e ARAI 1995; WOOD ¢ NEWMAN, 1995;
QUIRK et al., 1995; SWANSON e PETROVICH, 1998; DAVIS, 2000; PITKANEN,
2000; RASIA-FILHO et al., 2000; 2004; de CASTILHOS et al., 2006). Por isso € muito
importante estudar de forma individual e detalhada cada um de seus componentes e, por
vezes de seus subcomponentes, os quais formam circuitos especificos para génese e
modulacdo de respostas neurais envolvidas com comportamentos e ajustes diversos
(CANTERAS et al., 1995; NEWMAN, 1999; SHEEMAN et al., 2001; PETROVICH et
al., 2001; RASIA-FILHO et al., 2004; RONDINI et al., 2004; CAVALCANTE et al.,

2006).

Estudos mais recentes sobre a divisdo da amigdala de ratos apresentam-na dividida
em quatro regides, segundo a sua citoarquitetura, hodologia e fun¢do, que sdo: 1)
amigdala “expandida”, denominada assim por se estender além de seus limites
anatomicos, sendo formada pelos nicleos medial (AMe) e central (ACe); 2) amigdala

com caracteristicas corticais, subdividida em por¢do basolateral (AMBI) e em porcdes
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que se ligam as vias olfativas e vomeronasal; 3) areas de transi¢cdo localizadas entre a
por¢do ventral dos nicleos da base e a amigdala “expandida” e, 4) nucleos ainda nio
classificados, constituidos por um grande grupo de células dispersas na substincia
branca e no interior do nucleo proprio da estria terminal (ALHEID et al., 1995;

HEIMER et al., 1997; de OLMOS et al., 2004; Figura 1).

Maior atencdo serd dada ao AMe e seus subnicleos, em especial um deles
detalhado a seguir, tema desta dissertacdo e onde foram realizados os experimentos que

serdo descritos.

1.2. Nucleo medial da amigdala

1.2.1. Localizacao, divisao e citoarquitetura

O AMe ¢ um dos nucleos superficiais do complexo amigdaliano, ocupando seu
aspecto rostromedial. E composto por células justapostas a porgao lateral do trato dptico
seguindo-o desde a posicdo rostral at¢ a caudal (ALHEID, et al., 1995). Inicia-se
medialmente e posteriormente ao nucleo do trato olfativo e ao nucleo anterior da
amigdala, estendendo-se caudalmente até o surgimento da porcdo temporal do
ventriculo lateral, em posi¢do ventral em relagdo a estria terminal (ALHEID, et al.,

1995).
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Nucleo proprio da estria terminal lateral

Amigdala central

Divisio central da amigdala expandida

Divisio central sublenticular

Diviséo central do niicleo préprio da estria
terminal supracapsular

Nicleo intersticial da divisao posterior da

L comissura anterior

Partes anterior, ventral e posterior do niicleo
proprio da estria terminal medial

Amigdala medial
Nicleo préprio da estria terminal intra-

Divisdo medial amigdaliano

. Divisido medial da amigdala expandida
sublenticular

Divisdio medial do niicleo préprio da estria

— terminal supracapsular

Niicleo do trato olfativo lateral
Nucleo cortical anterior

Nucleo cortical péstero-lateral

Area de transicio amigdalo-piriforme

Amigdala "olfativa"

i Amigdala com Nucleo proprio do trato olfativo acessorio
Amlgdala caracteristicas Amigdala "vomeronasal" Nicleo cortical postero-medial
corticais |l Area de transi¢fio amigdalo-hipocampal

Nucleo lateral

Complexo basolateral Nicleo basolateral

Nicleo basolateral ventral
L Nicleo basomedial

, Por¢des ventromediais do palido ventral
Areas de transicao Partes caudal e medial do niicleo accumbens
Divisao posterior da comissura anterior

Grupo celular intercalado

Area amigdaliana anterior

Area de transiciio amigdalo-estriatal

Nicleos nio-classificados Substincia cinzenta intramedular amigdaliana

Nicleo paraestriado

Nicleo préprio da comissura anterior

Nicleo subventricular

Nicleo do componente comissural da estria
terminal

| Niucleo fusiforme

(amigdala e niucleo préprio da estria terminal)

Figura 1. Classificagdo dos nucleos que compde a amigdala do rato com suas
subdivisGes anatdmicas e seus componentes principais, conforme descrito por Alheid et
al. (1995) e modificado por Rasia-Filho et al. (2000), Marcuzzo (2006) e Dall'Oglio
(2007).
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Na literatura, tem-se proposto dividir o AMe em subnucleos de diferentes modos.
Pitkédnen (2000) divide-o em trés regides: uma por¢ao rostral, uma por¢do central e uma
por¢do caudal. Alheid et al. (1995) e de Olmos et al. (2004) dividem-no em quatro
subnucleos: nucleo medial antero-dorsal (MeAD), nucleo medial antero-ventral
(MeAV), ntcleo medial postero-dorsal (MePD) e nucleo medial poéstero-ventral
(MePV; Figura 2). E em funcdo de suas conexdes, o AMe pode estar organizado em
uma regido anterior ou “ventral”, da qual fazem parte a MeAD, a MeAV e a MeDV e
uma regido posterior, formada basicamente pela MePD (CANTERAS et al., 1995).
Recentes achados permitiram uma reavaliacdo do termo AMe “ventral”, basicamente
impedindo-se de ter esses trés subnucleos classificados como uma entidade

(DALL'OGLIO et al., 2008b)

O MePD, objeto de estudo deste trabalho, ¢ separado do trato Optico por uma
camada com poucos corpos celulares, a qual se torna estreita em direcdo rostral e dorsal
até que desaparece completamente proximo da MeAD ( de OLMOS et al., 1985, 2004).
Esta regido preferentemente deve ser considerada como o local de passagem de axdnios
advindos do nucleo proprio da via olfativa acessoria para transmissdo da informagao
vomeronasal (SCALIA ¢ WINANS, 1975; NISHIZUKA e¢ ARAY, 1983; de OLMOS et
al., 2004; PRO-SISTIAGA et al., 2007). Os neurdénios do MePD agrupam-se formando
tr€s colunas orientadas paralelamente a sua superficie medial denominadas de: 1)
medial ou superficial (MePDm), 2) intermediaria (MePDi) e 3) lateral (MePDIl) (de

OLMOS et al., 2004).
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1.2.2 Hodologia e Fung¢oes

As aferéncias principalmente estudadas para os subnucleos do MeA estao listadas
na Tabela 1. Dentre elas, o MePD de ratos possui aferéncias que advém de diferentes
regides do encéfalo (McDONALD, 1998; PITKANEN, 2000). Dentre as aferéncias
mais estudadas, estdo as do cortex cerebral (da area pré-limbica, coértex entorrinal,
infalimbico e perirrinal dorsal), as hipotaldmicas (da area pré-Optica, por exemplo), as
da area septal e as aferéncias talamicas, as do tronco encefélico (ntcleo dorsal da rafe e
nucleo parabraquial) e as da via olfativa (do cortex piriforme, bulbo olfativo acessorio e
nucleo endopiriforme). Além dessas, existem também as aferéncias intra-amigdalianas
onde destacam-se as da area de transi¢cdo amigdalo-hipocampal e dos nucleos basal e
basal acessorio e as dos nucleos corticais anterior, posterior, lateral e medial
(McDONALD, 1998). Em relagao as eferéncias do MePD, dentre as mais estudadas e
significativas estdo as hipotalamicas (para o nucleo hipotalamico periventricular antero-
ventral, para a area pré-Optica e para o nucleo pré-mamilar ventral dentre outros), as
corticais (para a area entorrinal lateral, drea de transi¢cao pos-piriforme, area CAl
hipocampal), as do tronco encefalico (para a area tegmental dorsal e a substancia
cinzenta periaqueductal) e para outras regides como, por exemplo, para o nucleo proprio
da estria terminal (parte antero-dorsal e posterior principal) e para a substancia
inominata, principalmente (CANTERAS et al., 1995; DONG et al., 2001; PETROVICH
et al., 2001, CHOI et al, 2005). Ademais, existem também as eferéncias
intraamigdalianas onde, dentre elas, destacam-se aquelas para os nucleos central,

cortical postero-lateral e pdstero-medial (CANTERAS et al., 1995).
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Tabela 1 — Aferéncias intra-amigdalianas e extra-amigdalianas para os subnucleos do
nicleo medial da amigdala, conforme McDonald (1998) e Pitkanen (2000) e adaptado por

Hermel (2006) e Dall Oglio (2007).

INTRA-AMIGDALIANAS

CORTICAIS

INTER-AMIGDALIANAS

contralaterais

Area amigadlo-hipocampal

Area pré-limbica

Cortex periamigdaliano

Cortex periamigdaliano

Cortex entorrinal

Nucleo basilar acessorio

Nucleo basilar

Cortex infralimbico

Nucleo cortical posterior

Nucleo basilar acessorio

Cortex perirrinal dorsal

Nucleo do trato olfatorio lateral

Nicleo cortical anterior e posterior

Insula agranular posterior

Insula agranular ventral

TALAMICAS

Nucleo lateral

Subiculo temportal distal e proximal

Nucleo centro mediano

Nucleo medial

Subnucleos componentes do nicleo

medial

TRONCO ENCEFALICO

Nucleo parafascicular

Nucleo paratenial

SISTEMA OLFATORIO

Nucleo retrobulbar

Area tegmentar ventral

Nucleo paraventricular

Nucleo posterior

Cortex piriforme

C¢lulas adrenérgicas da area postrema
(C1) e células noradrenérgicas (A1) no

bulbo ventro-lateral

Nucleo de reunido

Bulbo olfatério

Nucleo central superior

Nucleo subparafascicular

Bulbo olfatério acessorio

Bulbo olfatério anterior

Nucleos dorsais da rafe

Nucleo dorsal do lemnisco lateral

Nicleo talamico postero-ventral

Nucleo endopiriforme

Nicleo parabraquial

Nucleo peripeduncular

HIPOTALAMICAS

Nucleo tegmental pedunculopontino

Area hipotalamica anterior

Area pré-optica medial e lateral

Area retroquiasmatica

Nucleo arqueado

OUTRAS

Nucleo dorso-medial

Nucleo da banda diagonal de Broca

Nucleo hipotaldmico posterior

Nucleo proprio da estria terminal

Area hipotalamica lateral

Substancia inominada

Nucleo pré-mamilar ventral

Nucleo supramamilar

Nucleo supra-optico

Nucleo tuberal

Nucleo ventromedial

Nucleo tibero-mamilar
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Os subnticleos do AMe possuem uma ampla rede de conexdes neurais entre seus
subnucleos, com outros nucleos da amigdala e também com outros nucleos extra-
amigdalianos, como descrito. Seria de se esperar que isso se repercutisse em varias
funcdes a serem executadas por tais subnucleos. De fato, os subnicleos do AMe
contribuem para a interpretacio de informacdes sensoriais interoceptivas e
extereoceptivas (BRESSLER et al., 1996; GUILLAMON e SEGOVIA, 1997;
DIELEMBERG et al., 2001), para a regulacdo de comportamentos sociais (BOLHUIS
et al., 1984; NEWMAN, 1999), para diferentes etapas da atividade sexual de machos e
fémeas além do comportamento maternal (RASIA-FILHO et al., 1991; COLLEN et al.,
1997, NEWMAN, 1999; SHEEHAN et al., 2001), da modulagdo da memoria
condicionada e para o aprendizado onde o componente emocional esteja envolvido
(CANTERAS et al., 1995; ROOZENDAAL e McGAUGH, 1996; RASIA-FILHO et al.,
2000).

1.2.3. Receptores para Hormonios Sexuais

Em mamiferos, as diferencgas sexuais epigenéticas na morfologia neuroglial podem
resultar das diferentes exposigdes celulares aos esterdides gonadais (BREEDLOVE et
al., 2008). Alteragdes na estrutura e na funcdo do sistema nervoso sdo parte das agoes
que os hormdnios sexuais possuem para modulagdo da atividade neural de ratos adultos
(GOMEZ e NEWMAN, 1991; MALSBURY e McKAY, 1994; McEWEN et al., 1999).
A agdo destes hormonios pode ser classificada em rapida (abertura direta de canais
i0nicos ou estimulagdo da exocitose), intermediaria (fosforilagdo de enzimas, de
proteinas componentes de canais idnicos ¢ de receptores de proteinas estruturais) ou
lenta (quando alteram a expressdo génica e¢ promovem a indu¢do ou repressdo de

enzimas ou de proteinas receptoras; MCEWEN, 2006).
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O AMe e seus subnucleos sdo areas sexualmente dimorficas em ratos pois
apresentam diferengas morfologicas, neuroquimicas e nas conexdes de seus neurdnios
quando se comparam machos e fémeas (como revisado em RASIA-FILHO et al., 2009).
Outras regides do sistema nervoso apresentam estas diferencas como, por exemplo, o
nucleo ventromedial do hipotdlamo que constitui uma importante estrutura na mediacao
do comportamento sexual de “lordose” em ratas e ¢ dependente da ac¢do seqiiencial de
estrogeno e progesterona durante o ciclo estral normal (FRANKFURT et al., 1990;
WONG et al., 1993; MURPHY e SEGAL, 1996). A densidade de espinhos dendriticos
em neurdnios do VMN apresenta uma notavel plasticidade ao longo do ciclo estral,
sendo que nas fases de diestro e proestro a densidade de espinhos ¢ menor do que nas

demais fases (FRANKFURT et al., 1990).

Assim, e neste contexto, variagdes morfologicas mediadas por hormonios
gonadais também foram verificadas nos neurdnios dos subnucleos do AMe de ratos,
onde foi observado que o volume de alguns subnucleos, o nimero de espinhos
dendriticos e a quantidade de receptores nicotinicos para acetilcolina sdo maiores em
machos do que em fémeas (NISHIZUKA; ARAIL 1981; ARIMATSU et al., 1981;
HINES et al., 1992; RASIA-FILHO et al., 1999, 2004). A principio, parecia ser o
neur6pilo o maior local de mudangas morfoldgicas mediada pelos esterdides sexuais nos
neurdénios do AMe (RASIA-FILHO et al., 1999), pois a castragdo também diminuiu o
comprimento dendritico total e o percentual de neur6nio com ramos terciarios em
hamsters machos (GOMEZ e NEWMAN, 1991). Igualmente, a marcacdo
imunoistoquimica para a proteina acida fibrilar glial astrocitario (GFAP) foi diferente
entre os sexos (maior em fémeas, RASIA-FILHO et al., 2002). Em fémeas intactas, a
imunorreatividade para GFAP foi mais alta na fase de proestro no MePD do que no

MeAD ou no MePV (MARTINEZ et al., 2006). A presenca de receptores para opidides
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(WILSON et al., 2002) e a ligag@o de alfa-bungarotoxina em dendritos (ARIMATSU et
al., 1981) também sdo afetados pela agdo dos hormdnios gonadais no AMe. O contetido
de alguns neuropeptideos nos subnucleos do MeA também parece ser distinto entre os
dois sexos. Machos possuem maior quantidade de células contendo colecistoquinina,
vasopressina e substancia P do que fémeas (SIMERLY, 1990; MALSBURY e McKAY,

1994; DeVRIES e SIMERLY, 2002).

Ha notavel quantidade de receptores para esteroides sexuais e conexdes sinapticas
reciprocas bem documentadas entre todas as regides do Me (SIMERLY et al., 1990;
WOOD e NEWMAN, 1995; LI et al., 1997; SHUGHRUE et al., 1997; PITKANEN,
2000). Neurdnios com receptores para androgenos estdo presentes em todos os seus
subnucleos, porém sua concentracdo maior ¢ observada da parte média a posterior do
AMe, onde se encontra o MePD (SHERIDAN, 1979). Aromatase, a enzima que
converte testosterona em estradiol, também foi encontrada nas areas anterior e posterior
da AMe (WAGNER e MORRELL, 1996). A atividade da aromatase no MePD foi
significativamente mais alta em machos do quem fémeas (ROSELLI et al., 1985).
Neurdnios com receptores dos tipos o e [ para estrogenos (ERa e ERP
respectivamente) e progesterona sdo encontrados preferencialmente no MePD
(SIMERLY et al., 1990; LI et al, 1997; GRECO et al., 1998, 2001, 2003) com
quantidades similares a diferentes nicleos do hipotdlamo (SIMERLY et al., 1990).
Gréco et al., (2003) demonstraram que existem ERa e ERB com concentracio diferente
nas regides dorsal e ventral do MePD de fémeas. Este ¢ um dado relevante para a
presente dissertagdo, pois ambas as regides apresentam os dois tipos de receptores, mas
a imunomarca¢do para os ERa ¢ maior na parte dorsal do MePD, enquanto maior
imunomarcagdo para ERB é maior na parte dorsal do MePD de ratas (GRECO et al,,

2003; Figura 3). Os neur6nios que expressam esses receptores sdo capazes também de
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apresentar a proteina fos em maior quantidade apods a ocorréncia de copula em fémeas,
sugerindo uma interrelagdo funcional para esses receptores e sua atividade em circuitos
neurais integrados para o comportamento reprodutivo (GRECO et al., 2003; RASIA-
FILHO et al., 2004). Os hormonios gonadais podem igualmente alterar a atividade dos
neurdnios do MePD de machos e sua conseqiiéncia funcional. Por exemplo, a
implantacdo de estradiol em ratos machos castrados em idade adulta ¢ capaz de

aumentar a atividade copulatoria desses animais (RASIA-FILHO et al., 1991).

1. 2.4. Técnica de Golgi e caracterizacido dos neuronios do MePD

Em 1873, Camillo Golgi descreveu uma técnica de impregnacao celular pela
prata que foi de importancia fundamental para o entendimento da estrutura do tecido
nervoso e de sua organizagdo basica. Com a técnica de Golgi pode-se ter a visualizac¢do
da célula nervosa inteira, a qual adquiria uma colora¢do negra que contrastava com o
restante do tecido em cor amarelo-parda. Somente uma pequena propor¢ao de células
nervosas (1-10%) presentes no tecido ¢ impregnada pela prata e de uma maneira ainda
tida como aleatoria. Ademais, nem todas as regides do sistema nervoso de diferentes
espécies impregnam-se igualmente e, conforme avanca a idade do animal, torna-se
muito mais dificil obter bons resultados (RAMON Y CAJAL, 1909; VALVERDE,
1962; PETERS e KAISERMAN-ABRAMOF, 1970; SCHEIBEL; SCHEIBEL, 1978;
WOOLLEY e McEWEN, 1993; PANNESE, 1996; RASIA-FILHO et al, 1999;

DALL’OGLIO et al., 2007).
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Figura 3. Representacdo esquematica da amigdala pdstero-dorsal de rato e sua divisao
em regido dorsal e ventral (neste caso, AIMEApd e vVMEApd em retangulos acima e
abaixo na figura, respectivamente), conforme descrito originalmente e copiado de Gréco
et al. (2003). opt = trato Optico, st = estria terminal
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A técnica de Golgi oferece a vantagem de mostrar células mais isoladas para
estudo e a desvantagem de que, por seu carater imprevisivel, nunca se tem seguranca
quando algum tipo de neurénio ficara visivel completamente. Quando isto ocorre, 0s
neurdnios podem ter seus componentes (corpo celular, dendritos, espinhos e axdnio)
passiveis de identificagdo e mensuracdo (RASIA-FILHO et al, 1999; 2004;
DALL'OGLIO et al., 2008a,b). O método de Golgi tem amplo uso e pode ser aplicado
em varias espécies animais, em situagdes normais ou quando os animais sdo submetidos
aos mais diversos procedimentos experimentais (DALL'OGLIO et al., 2007). Por
exemplo, foi utilizada para demonstrar as alteragdes na quantidade de espinhos
dendriticos no hipocampo de ratas adultas ao longo do ciclo estral (WOOLLEY;
McEWEN, 1993), para avaliar a densidade de espinhos dendriticos dos neurdnios
piramidais no cortex pré-frontal e no hipocampo de ratos em isolamento social apds o
desmame (SILVA-GOMEZ, 2003), e para analisar a reorganiza¢do dendritica dos
neurdnios piramidais do cortex pré-frontal de ratos apds administragdo cronica de
corticosterona (WELLMAN, 2001). Também foi empregada para avaliar a morfologia
dos neurdnios piramidais do cortex de ratos submetidos a diferentes modelos de
isquemia (GONZALEZ; KOLB, 2003) ou, em seres humanos, para revelar as mudancas
morfoldgicas nos dendritos da camada V dos neurdnios piramidais do cortex pré-frontal

de pacientes com esquizofrenia (BLACK et al., 2004).

Essa técnica também tem sido utilizada para analisar os espinhos dendriticos em
estudos como o estresse de contengdao (MITRA et al., 2005; MARCUZZO et al., 2007),
o ambiente enriquecido (LEGGIO et al, 2005) e o envelhecimento (STEMMELIN et
al., 2003; KOLB et al., 2003) em varias regides do encéfalo de ratos. Como os espinhos
sdo considerados indicadores de atividade sindptica de um neurénio (PETERS et al.,

1991; SHEPHERD, 1996; 1999) ¢ sua distribui¢ao, forma e tamanho estdo diretamente
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relacionadas com a fun¢do do neurdénio (WOOLF et al., 1991), o estudo da densidade de
espinhos no MePD poderia ajudar a elucidar a atividade celular local e sua plasticidade.

Isto sera comentado no préximo item.

A morfologia dos neurdnios dos subnucleos do AMe de gatos (TOMBOL;
SZAFRANSKAKOSMOL, 1972), de camundongos (VALVERDE, 1962) e de ratos (de
OLMOS et al., 1985; RASIA-FILHO et al., 1999, 2004; DE CASTILHOS et al., 2006;
MARCUZZO et al., 2006; DALL’OGLIO et al., 2008a;b) tem sido estudada utilizando
o método de Golgi. Nesses trabalhos, semelhancas histoldgicas nas diferentes espécies
animais puderam ser observadas. Em ratos, esses neurdnios caracteristicamente
apresentam tamanho pequeno ou médio (em torno de 12 pm de didmetro médio),
embora células maiores também possam ser encontradas em direcdo a por¢ao rostral no
MeAD (de OLMOS et al., 1985; RASIA-FILHO et al., 1999). Os neurénios do MePDm
estdo densamente agrupados e apresentam tamanho pequeno a médio. O MePDi
aparentemente possui menos células, neurdnios de tamanho médio, e forma uma matriz
que separa e orienta as outras duas colunas. A ultima parte, o MePDI, apresenta-se com
neurdnios de tamanho médio, também densamente agrupados, mas ndo tanto quanto os

neuronios da MePDm (de OLMOS et al., 2004).

Os neurénios da MePD s3o multipolares e foram classificados como
bipenachados ou estrelados, conforme o nimero de ramifica¢cdes dendriticas primarias
originadas do soma celular (RASIA-FILHO et al.,, 1999; 2004). Isto ¢, os de tipo
bipenachados apresentam dois ramos dendriticos primarios surgindo do soma
(Figura 4) enquanto os estrelados possuem mais de dois dendritos partindo do soma
(Figura 5). A ramificag¢do dendritica desses neuronios ¢ esparsa, irradiando-se em varias

diregdes e com diferentes comprimentos.

27



Figura 4. Fotomontagem de neurénio de tipo bipenachado do subnticleo poéstero-dorsal
do ntcleo medial da amigdala de rato adulto. Impregnagdo pela técnica de Golgi.
Escala = 50 um (Dall'Oglio, 2007).
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Figura 5. Fotomontagem de neurdnio de tipo estrelado do subnucleo pdstero-dorsal do
nucleo medial da amigdala de rato adulto. Impregna¢do pela técnica de Golgi.
Escala = 50 um (Dall'Oglio, 2007).
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Os espinhos dendriticos sdo pleomorficos e sdo encontrados ao longo dos
dendritos, mas também foram visualizados no soma e, algumas vezes, no segmento
inicial de axonios (RASIA-FILHO et al., 1999; DE CASTILHOS et al., 2006;
HERMEL, et al., 2006). Os axonios dos subnucleos da regido posterior da AMe
(AMePD e AMePV) preferentemente dirigem-se medialmente ao nucleo basal ou a
porcdo principal do BNST, enquanto os da AMeAD compde parte da ansa
peduncularis, também chamada de via amigdalo-fugal ventral (KAMAL; TOMBOL,

1975; COOKE; SIMERLY, 2005).

Quanto a analise ultraestrutural desses neuronios (HERMEL et al., 20006),
encontrou-se que no MePD as sinapses axo-dendriticas sdo as mais freqiientemente
observadas e parecem ser principalmente excitatorias. Suas regides pré-sindpticas
apresentam vesiculas elétron-lucidas sozinhas ou mescladas com poucas vesiculas de
centro denso. Os dendritos recebem varias sinapses sobre o mesmo ramo. Os espinhos
dendriticos apresentam diferentes morfologias e geralmente sdo alvo de um tnico
contato sinaptico, aparentemente excitatorio. Em concordancia com isso, em ratos pré-
puberes, registros eletrofisioldgicos associados com microscopia eletronica da MePD
recentemente demonstraram a ocorréncia de potenciais excitatdrios pds-sinapticos muito
mais provavelmente devido a multiplos locais de contato sindptico, do que maior
probabilidade de liberagdo de neurotransmissores (COOKE ¢ WOOLLEY, 2005, 2009).
Notavelmente, foi descrito um efeito de lateralidade hemisférica nesses resultados.
Machos apresentaram maior quantidade de potenciais do lado esquerdo quando
comparados a fémeas. Ou seja, esses resultados indicam que o estudo da atividade
sinaptica, para o que os espinhos dendriticos sdo elementos relevantes, deveria tomar
em conta a possibilidade de existir diferengas entre o0 MePD do lado esquerdo e o do

lado direito em machos e fémeas pré-ptiberes.
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1.2.5. Espinhos Dendriticos

O termo espinho foi introduzido ha mais de 100 anos por Santiago Ramoén y
Cajal (1909) quando demonstrou que a superficie das células de Purkinje no cerebelo
apresentava pequenas “protusdes” que cobriam os dendritos e que esses locais poderiam
ser pontos do dendrito onde a corrente elétrica era recebida no neurénio. Muitos anos
mais tarde, os esfor¢os de pesquisadores usando técnicas mais avangadas provaram que
a hipotese de Ramoén y Cajal estava correta (GRAY, 1959). Hoje ¢ bem estabelecido
que muitas sinapses excitatorias sao formadas entre terminais axonais € os espinhos
dendriticos e que estes podem servir como um quarto elemento morfofuncional
relevante para a atividade celular (PETERS et al., 1991; YUSTE; MAJEWSKA, 2001;

ETHELL; PASQUALE, 2005; HAYASHI; MAJEWSKA, 2005).

Como revisado e descrito por Marcuzzo (2007), um espinho caracteristico tem
a forma determinada pela presenca de uma ‘“cabega” (volume de aproximadamente
0,001 a 1 um®) conectada ao neurdnio por um “pesco¢o” (didmetro menor que 0,1pm;
HARRIS; KATER, 1994). Sao encontrados em varias populagdes neuronais, em
praticamente todos os vertebrados e em alguns invertebrados estudados até o momento
(NIMCHINSKY et al., 2002). Sua fungdo especifica ¢ a transmissdo sinaptica e
geralmente ¢ um elemento poés-sinaptico (ETHELL; PASQUALE, 2005; TADA;
SHENG, 2006). Os receptores para neurotransmissores sao restritos a superficie do
espinho e confinados em aposi¢ao ao elemento pré-sindptico (NUSSER et al. 1998;
POPOV et al., 2005). Essa zona no espinho ¢ indicada pela densidade pos-sinaptica
(PSD), uma zona de material elétron-denso que consiste de receptores, canais e sistemas
de sinalizagdo intracelulares envolvidos na transmissao sinaptica e ao acoplamento da

atividade sindptica a bioquimica pos-sinaptica (NIMCHINSKY et al, 2002).
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Geralmente, a cabeca do espinho contém a PSD e algumas estruturas especializadas,
como os microfilamentos de actina (PETERS et al. 1991). Embora mitocondrias e
microtubulos estejam ausentes, os espinhos contém reticulo endoplasmatico liso (REL)
que pode formar uma estrutura chamada “aparelho do espinho” (PETERS et al. 1991).
Acredita-se que a func¢do do “aparelho do espinho” seja a manuteng¢ao da concentracao
de calcio intracelular em niveis ndo patoldgicos, o que estd associado a processo de
neuroprote¢do (BURGOYNE et al. 1983). Os polirribossomos e os elementos da via
lisossomal-endossomal estdo também presentes em alguns espinhos dendriticos, perto
de sua base, sugerindo que pode ocorrer sintese protéica local bem como existir
proteinas para degradacdo de elementos citoplasmaticos ou de membrana celular

(STEWARD; SCHUMAN, 2001; Figura 6).

Os canais 10nicos na PSD convertem os sinais quimicos dos
neurotransmissores em fluxo idnico através da membrana celular, o que gera
modificacdo da voltagem local e outras respostas pos-sinapticas descritas comumente
(NIMCHINSKY et al., 2002). A forma dos espinhos pode afetar a transducdo deste
sinal por proporcionar um grau varidvel de compartimentalizagdo bioquimica
(ETHELL, PASQUALE, 2005). Por exemplo, o pescoco estreito do espinho pode
prevenir o aumento do célcio citoplasmatico, ou alternativamente, se houver menor
resisténcia, possibilitar que a concentracdo de calcio seja rapidamente dissipada dentro
do dendrito e se difunda para os espinhos préximos (SVOBODA et al., 1996). Isto pode
facilitar a modificacdo de corrente elétrica local, auxiliando na ocorréncia de atividade
potencializada a longo prazo (ETHEL; PASQUALE, 2005). Os espinhos também
podem funcionar como compartimentos elétricos, onde a geometria do pescogo do
espinho atua como um elemento de resisténcia a passagem de corrente elétrica para o

dendrito. Assim, o pescoco do espinho pode causar uma diferencga de potencial elétrico
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localmente, podendo ativar canais idnicos dependentes de voltagem ou impor uma
diferenga de capacitiancia com toda a arvore dendritica, de acordo com as propriedades

ativa ou passiva existentes no local (NIMCHINSKY #t ol 2002).

PSIy\

Aparelho do
espinho

Filamento de
actina

olirribossomos

Figura 6. Desenho esquematico da ultraestrutura do espinho dendritico onde se
observam a cabega e 0 pescogo do espinho que emergem do dendrito adjacente na base
da figura. Alguns elementos constituintes da estrutura do espinho estdo demonstrados.
PSD, densidade pos-sinaptica; REL, reticulo endoplasmatico liso; VE, vesicula
endocitica. O aparelho do espinho, filamentos de actina ,e polirribossomos formam o
citoesqueleto do espinho (adaptado de HERING; SHENG, 2001).

Os espinhos podem sofrer modificagdes em sua morfologia e esse processo
reflete o rearranjo rapido do citoesqueleto de actina em seu interior, o que pode levar a
mudang¢a no tamanho e no numero de espinhos (OERTNER; MATUS, 2005; TADA;
SHENG, 2006). Em geral, os espinhos sdo classificados de acordo com sua morfologia
com a seguinte nomenclatura: “filopdédio”, que ndo apresenta uma cabeca definida e ¢é
fino e comprido, acredita-se que seja a forma precursora dos espinhos; “fino”, o qual
apresenta pesco¢o fino e pode ndo ter uma cabega bem definida; “espesso”, que ndo
apresenta pescoco diferenciado, e se mostra como uma elevagdo a partir do contorno
dendritico; em forma de “cogumelo”, como se depreende da sua nomenclatura e que

parece ser o espinho mais estdvel (em termos de mudancas numéricas e contatos

sinapticos duradouros); e, “ramificado”, onde um pescoco pode dar origem a mais de
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uma cabeca de espinho (PETERS, KAISERMAN-ABRAMOF, 1970; PETERS et al,

1991; HERING; SHENG, 2001; GONZALEZ-BURGOS, 2004; Figura 7).

Essas diferentes formas parecem ser reguladas por uma via que ¢ dependente da
atividade sinaptica local, envolvendo o influxo de cdlcio através dos receptores de
glutamato e dos canais de célcio dependentes de voltagem (ETHEL; PASQUALE,
2005). A ativagdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA em neurdnios em
cultura causa um aumento rapido e transitorio no tamanho de espinhos pré-existentes e a
formagao gradual de novos espinhos (LIN, ef al., 2004; MATUS, 2005). Espinhos com
cabegas maiores sao mais estaveis, expressam um numero maior de receptores do tipo
AMPA e contribuem para atividades sinapticas mais intensas. Ao contrario, os espinhos
com cabecas pequenas sdo “moveis” e instaveis e contribuem para conexdes sindpticas
que podem ser inclusive de tipo “silenciosas” (KASAI et al., 2003; ver NIMCHINSKY

et al.,2002).

Ci
FILOPODIO FINO ESPESSO COGUMELO RAMIFICADO

Figura 7. Representagdo esquemadtica das diferentes morfologias dos espinhos
dendriticos, como se observa a microscopia de luz, surgindo a partir de uma linha de
base que representa o tronco dendritico (adaptado de HERING; SHENG, 2001 e
reproduzida de MARCUZZO0, 2006).

O estudo dos espinhos dendriticos configura-se numa area muito importante para

o entendimento das bases celulares de funcionamento do sistema nervoso. A

determinagdo do numero de espinhos por segmento dendritico (e, daqui, sua densidade
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por um dendritico) tem servido para estimar a maior ou menor ocorréncia de sinapses
(WOOLEY; McEWEN, 1993; RASIA-FILHO et al., 2004; HERMEL et al., 2006; de

CASTILHOS, 2006; MARCUZZO, 2006).

Neste sentido, ha dois grandes topicos ainda inéditos e que foram comentados em
artigos recentes referente aos espinhos dendriticos no MePD de ratos (GRECO et al.,
2003; RASIA-FILHO et al., 2004; COOKE ¢ WOLLEY, 2005; MORRIS et al., 2008;
COOKE ¢ WOLLEY, 2009). Primeiro, tem sido descritas diferengas eletrofisiologicas
relacionadas com potenciais pds-sinapticos excitatorios entre ratos pré-puberes machos
e fémeas (COOKE e WOLLEY, 2005; 2009). Machos apresentam mais desta atividade
no lado esquerdo do que fémeas, possivelmente envolvendo uma quantidade de
espinhos dendriticos em maior nimero no MePD esquerdo. Para responder esta questao,
o primeiro experimento descrito nessa dissertacdo compara a densidade de espinhos
dendriticos do MePD de machos e fémeas diestro (quando os niveis de estradiol e
progesterona em circulagdo ndo sdo maximos, conforme Rasia-Filho et al., 2004),
testando o efeito da lateralidade hemisférica neste pardmetro. O segundo tdpico diz
respeito a distribui¢do heterogénea dos receptores para estrogénio dos tipos o € 3 nas
regides dorsal e ventral do MePD de ratas em proestro (GRECO et al., 2003). Como
nao se sabe ainda se esta diferenca na quantidade desses receptores impoe alteragdes na
densidade de espinhos dendriticos em fémeas, foram estudadas fémeas na fase de
proestro (quando ha maiores niveis de estradiol produzido pelos ovarios em circulagdo
ao longo do ciclo estral). As regides dorsal e ventral do MePD de fémeas em proestro
foram identificadas de acordo com sua posi¢ao anatdmica neste subnucleo e de acordo

com Gréco et al. (2003).
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Baseado no exposto, os objetivos especificos deste trabalho sdo dois:

1) Estudar a densidade de espinhos dendriticos no MePD dos lados direito e
esquerdo de ratos adultos, machos e fémeas em diestro;

2) Estudar a densidade de espinhos dendriticos nas regides dorsal e ventral do

MePD de ratas na fase de proestro.
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2. MATERIAL E METODO

2.1 Animais

Foram estudados ratos Wistar machos (n=6) e fémeas (n=12), com 3-5 meses
de idade, mantidos em grupos (no méaximo 4 por caixa padrdo de biotério) com livre
acesso a dgua e comida. A temperatura ambiente foi mantida em torno de 20°C em ciclo
claro/escuro de 12 h cada (luzes acesas as 7 h). Todos os esfor¢os foram feitos para
minimizar o nimero de animais empregados ou seu sofrimento ao longo dos
experimentos. Para isso, todos os animais foram manipulados de acordo com as leis
internacionais de cuidado e ética com animais em laboratorio (Diretrizes da
Comunidade Européia de 24 de novembro de 1986, 86/609/EEC) e pelas normas
brasileiras de ética para experimentagdo animal (projeto aprovado pelo Comité de Etica

e Pesquisa da UFCSPA, cadastro 274/07 ).

As fémeas foram estudadas em duas fases ao longo do ciclo estral. Para tanto, as
ratas foram acompanhadas por 2 semanas antes do inicio do experimento, avaliando-se
a citologia vaginal para se ter certeza da normalidade na variagdo do ciclo ovariano.
Somente ap0s isso, as fémeas foram selecionadas para serem estudadas pela técnica de

Golgi e foram sacrificadas na tarde das fases de diestro ou proestro.

O numero de animais para cada grupo foi baseado em estudos prévios que
permitiram detectar dados estatisticamente comparaveis com base nesse tamanho
amostral (de CASTILHOS et al., 2006; RASIA-FILHO et al., 2004). Para este estudo

também foram utilizadas laminas (ja existentes no Laboratorio de Fisiologia da
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UFCSPA) obtidas de ratos Wistar machos, entre 3 ¢ 5 meses de idade e obtidos nas
mesmas condi¢des padrdo de biotério, e que foram utilizados no trabalho intitulado
“Estudo sobre a arborizacdo dendritica de neurdnios das sub-regides antero-dorsal e
postero-ventral da amigdala medial de ratos machos e fémeas em diferentes fases do
ciclo estral” tendo como autores Alberto Antdnio Rasia Filho (pesquisador responsavel)
e Aline Dall’Oglio (projeto igualmente aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da

UFCSPA em 09/03/2006 com niimero 069/05).

2.2 Procedimento Histologico

Para este estudo, os animais foram divididos em 3 grupos experimentais, um de
machos e dois para fémeas em diestro e em proestro. O primeiro experimento envolveu
machos e fémeas em diestro para estudar o efeito do sexo, da lateralidade e da interacao
entre esses fatores na densidade de espinhos dendriticos no MePD. No segundo
experimento, as fémeas em proestro foram utilizdas para se estudar a densidade de

espinhos dendriticos nas regides dorsal e ventral do MePD.

A técnica de Golgi foi realizada de acordo com as descricdes de Gabbott e
Somogyi (1984) e Rasia-Filho et al. (1999; 2004). Para a realizacdo desta técnica os
animais foram anestesiados com cetamina e xilazina por via intraperitoneal (80 mg/kg e
10 mg/kg, ip, respectivamente). Receberam 1000 UI de heparina (Cristéalia, Brasil) e
foram perfundidas por via transcardiaca esquerda com paraformaldeido a 4% e acido
picrico a 1,5% diluidos em tampao fosfato 0,1 M e pH= 7,4. A perfusdo do encéfalo foi
realizada utilizando-se uma bomba peristalatica (Control Company, Estados Unidos) e,

apos, os encéfalos foram retirados e pos-fixados na mesma solugdo fixadora por 24
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horas. Posteriormente, foram seccionados em vibratomo (Leica, Alemanha) obtendo-se
cortes coronais de 200 um de espessura. Utilizou-se como referencial anatdmico para
localizar o MePD o atlas das coordenadas estereotaxicas do encéfalo do rato elaborado
por Paxinos e Watson (1998; Figura 2) mais as descri¢des cldssicas de sua localiza¢ao
no telencéfalo basal (CANTERAS et al., 1995; de OLMOS et al., 2004). O hemisfério
direito de cada animal foi marcado com uma cunha na parte cortical superior para
identificagdo e posterior reconhecimento deste lado. Como serd descrito a seguir na
secdo dos Resultados, ndo houve efeito da lateralidade na densidade de espinhos
dendriticos entre machos e fémeas em diestro. Por esta razdo, para o segundo
experimento, utilizou-se somente o0 MePD do lado esquerdo para coleta de dados das
fémeas em proestro. O lado esquerdo corresponde as figuras apresentadas por Gréco e
colaboradores (2003) e se correlaciona com o principal local de dimorfismo sexual nas
respostas eletrofisiologicas do MePD de ratos pré-puberes (COOKE ¢ WOOLLEY,

2005; 2009).

Logo a seguir os cortes contendo o MePD foram imersos em solugdo de dicromato
de potéssio a 3% (Merck, Alemanha) dissolvido em agua bidestilada e sem ions por 24
horas e ao abrigo da luz. Apos, as sec¢oes foram lavadas em agua destilada, colocadas
entre laminulas e submersas em nitrato de prata a 1,5% (Merck, Alemanha) também
dissolvido em agua bidestilada e sem ions, resguardados da luz por no minimo 48 horas.
Os cortes foram lavados em agua destilada, desidratados em solugdes crescentes de
alcool, diafanizados com xilol, montados em laminas histologicas e cobertos com
balsamo do Canad4d e laminula. Todos os grupos foram submetidos as mesmas

condi¢des experimentais acima descritas.
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2.3 Aquisicao de dados

As seccoes contendo o MePD foram projetadas e comparadas com desenhos
esquematicos de cortes coronais do encéfalo de rato, correspondendo aquelas
localizadas 3,14 a 3,30 mm posterior a sutura bregmatica (PAXINOS; WATSON, 1998;
Figura 2). Os locais onde puderam ser identificados neurdnios na MePD foram
selecionados para estudo em microscopio de luz (Olympus BX-41, Japao). Os cortes do
encéfalo que apresentaram aproximadamente o mesmo tamanho foram usados para
analise, sendo descartados aqueles que pareciam “retraidos” demasiadamente devido ao

procedimento histoldgico e que poderiam gerar resultados incorretos.

Os neurdnios foram selecionados para estudo quando os seguintes critérios de
inclusdo estavam plenamente obedecidos: a) localizaram-se indubitavelmente na regiao
desejada, isto ¢, na MePD, mas relativamente afastados de seus bordos limitrofes, como
precaucao para nao se coletar dados de outras areas vizinhas a area de interesse; b)
terem, no minimo, seus primeiros 40 pum bem impregnados; c) terem espinhos
claramente distinguiveis do “fundo” dos cortes e dos precipitados inespecificos de prata
no neurodpilo; e, d) estar relativamente isolados das demais células vizinhas (RASIA-
FILHO et al., 1999; 2004). Apos isto, os dendritos e os espinhos foram desenhados com
auxilio de camara clara acoplada a microscopio Optico e em aumento de 2000 X. A
densidade de espinhos foi calculada como sendo a relagdo do nimero total de espinhos
divididos pelo comprimento dendritico estudado, o qual foi mensurado utilizando-se
programa de andlise de imagens (Image Pro-Plus 4.1, Media Cybernetica, EUA). Os
valores foram expressos como nimero de espinho/um dendritico, donde sua densidade
foi calculada e, a seguir, comparada de acordo com os protocolos experimentais

mencionados (de CASTILHOS et al., 2006; 2008; MARCUZZO et al., 2007). Em
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estudo prévio com machos adultos nao-manipulados verificou-se que ha uma
similaridade na densidade de espinhos dendriticos proximais de neurdénios do tipo
bipenachado e estrelados no MePD (DE CASTILHOS et al,, 2006). Com base nisso,
nos presentes experimentos dados advindos de ambos os tipos celulares foram
considerados para os valores que compuseram cada um dos grupos experimentais. De
uma forma geral, mais neurdnios bipenachados compuseram aleatoriamente o presente
estudo. Dentre os neurdnios multipolares inequivocamente classificaveis, houve um
percentual médio para machos no lado direito de 67% de neurdnios do tipo
bipenachados e 16% do tipo estrelados, lado esquerdo 80% de neurdnios do tipo
bipenachados e 20% do tipo estrelados. Nas fémeas em diestro no lado direito o
percentual médio foi 88% de bipenachados e 12% do tipo estrelados e no lado esquerdo
79% bipenachados e 21% estrelados. Nas fémeas em proestro o percentual médio na
regido dorsal foi de 69% bipenachados e 31% estrelados e na regido ventral foi de 85%

bipenachados e 15% estrelados.

De cada hemisfério e de cada animal experimental obtiveram-se 8 medidas da
densidade de espinhos dendriticos, sendo cada uma de um neurdnio diferente do outro,
no primeiro experimento com machos e fémeas em diestro para testar efeito de
lateralidade e sexo. No segundo, foram obtidas as mesmas medidas mas das regides
dorsal e ventral de fémeas em proestro. Dado o pico hormonal nesta fase do ciclo estral
e o0 objetivo de estudar a possivel variagdo na densidade de espinhos dendriticos em
regides cujos neuronios tem predominancia de Era ou ERp, respectivamente um total de
48 medidas foram obtidas em cada momento experimental, a saber: 1) no MePD do lado
direito e no MePD do lado esquerdo de ratos machos e fémeas em diestro; e, 2) na parte
dorsal e na parte ventral do MePD de fémeas em. Desses valores originais foram

calculados os dados médios de cada animal (de cada lado ou de cada regido) para
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posteriores comparagdes estatisticas (MARCUZZO et al., 2007; de CASTILHOS et al,,

2008).

2.4 Analise Estatistica

Os dados da densidade de espinhos dendriticos dos grupos experimentais foram
comparados utilizando-se: a)os valores dos lados direito e esquerdo no MePD de
machos e de fémeas na fase de diestro pelo teste da andlise de variancia (ANOVA) de
duas vias para medidas repetidas e seguida pelo teste post hoc de Tukey; e, b) valores
das partes dorsal e ventral no MePD das fémeas em proestro pelo teste “t” de Student
para amostras pareadas. Em ambos os casos o nivel de significancia estatistica foi

estabelecido em p <0,05.
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3. RESULTADOS

Neurdnios com espinhos dendriticos visiveis e passiveis de quantificacdo, de
acordo com os critérios de inclusdo, foram encontrados em todos os grupos
experimentais. Igualmente foram observados neurdnios do tipo “bitufado” e
“estrelados” (como os observados nas Figuras 4 e 5) e os espinhos nesses neurdnios

também apresentaram-se com caracteristica pleomorfica.

Os dados de densidade dos espinhos dendriticos dos lados direito e esquerdo do
MePD de machos e fémeas em diestro ndo apresentaram diferengas estatisticamente
significativa quanto ao sexo dos individuos [ F (1,10) = 0,84; p = 0,38], quanto a
lateralidade [ F (1,10) = 1,44; p = 0,25] nem na interacdo entre os fatores sexo e
lateralidade [ F(1,10) = 0,01; p = 0,89]. Os valores referentes a média (+ desvio padrao)

da densidade de espinhos dendriticos desses grupos estdo apresentados na Figuras 8 e 9.

A comparacdo entre a densidade de espinhos dendriticos das regides dorsal e
ventral do MePD do lado esquerdo de ratas em proestro ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativa quando comparados os dados entre si (p= 0,11). Os
valores referentes a média (+ desvio padrdo) da densidade de espinhos dendriticos deste

grupo especifico estdo apresentados na Figuras 10 e 11.
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Figura 8. Desenhos esquematicos feitos em camara clara, acoplada a microscopio optico, dos
espinhos dos primeiros 40 pum dendriticos de neurdnios do lado direito (A) e esquerdo (B),
impregnados pela técnica de Golgi, da amigdala medial pdstero-dorsal de ratos machos adultos.
Os neuronios provenientes do mesmo subnucleo e do lado direito (C) e esquerdo (D) de fémeas
em diestro estdo mostrados abaixo. Neste caso os neurdnios sdo do tipo bipenachado e a
morfologia dos espinhos dendriticos pode nao ser idéntica a real por razdes técnicas, mas a
quantidade serviu para as determinac¢des da densidade de espinhos dendriticos.
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Figura 9. Valores expressos como média + desvio padrao da densidade de espinhos
obtida nos primeiros 40 um dendriticos de neurdnios impregnados pela técnica de Golgi
da amigdala medial postero-dorsal dos lados direito e esquerdo de ratos machos adultos
e de fémeas em diestro. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos.
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Figura 10. Desenhos esquematicos feitos em camara clara, acoplada a microscopio Optico, dos
espinhos dos primeiros 40 pum dendriticos de neuronios impregnados pela técnica de Golgi da
regido dorsal (A) e ventral (B) da amigdala medial péstero-dorsal lado esquerdo de ratas adultas
em proestro. Neste caso os neurdnios sdo do tipo bipenachado e a morfologia dos espinhos
dendriticos pode ndo ser idéntica a real por razdes técnicas, mas a quantidade serviu para as
determinagdes da densidade de espinhos dendriticos.
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Figura 11. Valores expressos como média + desvio padrio da densidade de
espinhos obtida nos primeiros 40 pm dendriticos de neurdonios impregnados pela
técnica de Golgi das regides dorsal e ventral da amigdala medial postero-dorsal
esquerda de ratas em proestro. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos.
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4. DISCUSSAO

Tendo por base os conhecimentos que geraram esta dissertagdo e as perguntas
fisiologicas que se queriam responder, algumas observacdes sdo relevantes de serem
feitas. Em primeiro lugar, os espinhos colocados nos primeiros micrometros dendriticos
estdo em localizagdo estratégica para afetar a influéncia que aferéncias sinapticas tém
some a atividade biofisica do corpo celular e da possibilidade de gera¢do de potenciais
de acdo propagaveis a partid deste (DE CASTILHOS et al., 2006). Por isso maior
atencdo foi destinada a este local dentre toda a arvore dendritica. Em ratos machos
adultos, a testosterona também pode aumentar a densidade de espinhos em ramos
dendriticos mais distais observados por microscopia confocal (CUNNINGHAM et al.,
2007). Em seguida, constata-se que a densidade de espinhos dendriticos relatada no
presente trabalho esta absolutamente de acordo com dados publicados previamente para
ratos adultos machos, fémeas em diestro e fémeas em proestro (RASIA-FILHO et al,
2004). Neste artigo, os valores médios aproximados para a densidade de espinhos por
um dendritico foi de 2,2 para machos; de 2,1 para fémeas diestro; e, de 1,5 para fémeas
em proestro. Esses valores corresponderam a dados obtidos em ambos os hemisférios
cerebrais conjuntamente, embora a variabilidade nos resultados tenha sido bastante
pequena. Isto sugere que a densidade de espinhos dendriticos no MePD de ratos ¢
basicamente homogénea considerando-se ou nao a lateralidade como fator interveniente
a ser testado. E, novamente, os valores obtidos para machos e fémeas em diestro,
aparentemente, correspondem aos maiores valores, quando se observam
comparativamente os de fémeas em proestro. Entre esses dois primeiros grupos nao ha

uma diferenga estatisticamente significante relacionada a um dimorfismo sexual. Isto
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igualmente concorda com Rasia-Filho et al. (2004) onde se demonstrou que uma
diferen¢a na densidade de espinhos dendriticos entre os sexos s6 ¢ possivel de ser

observada quando outras fases do ciclo estral sdo estudadas, a seguir do diestro.

Da mesma forma, uma observacdo mais detalhada do trabalho de Cooke ¢ Wolley
(2005) indica que n3o ha diferenca nos registros eletrofisioldgicos de potenciais
elétricos poOs-sinapticos excitatorios entre os lados direito e esquerdo nos grupos de
machos e fémeas pré-puberes estudados separadamente, mas sim uma diferenca entre os
sexos somente no MePD do lado esquerdo quando os grupos sdo comparados entre si.
Os presentes resultados poderiam sugerir que a atividade excitatdria pds-sindptica, se
relacionavel com o numero de espinhos dendriticos no MePD, concorda com o achado
de que machos e fémeas nao apresentam uma diferenca estatisticamente significativa na
densidade desses espinhos quanto o efeito a ser testado ¢ o de lateralidade. Novamente,
o achado de idéntico niimero de espinhos por micrometro dendritico entre machos e
fémeas em diestro estd de acordo com achados anteriores também empregando a
técnica de Golgi (Rasia-Filho ef al., 2004). Com isso também poder-se-ia sugerir que as
diferengas eletrofisiologicas entre machos e fémeas pré-puberes, acaso se mantivessem
em idade adulta, poderiam ser mais devido a sinapses excitatorias feitas em troncos
dendriticos do que nos espinhos dendriticos per se. Tal sugestdo ¢ plausivel quando se
toma em conta dados ultraestruturais do MePD de ratos adultos onde quantidade
significativa de sinapses assimétricas/excitatorias foi encontrada diretamente em
oposicdo a membrana dendritica € em maior nimero do que aquelas sinapses
direcionadas aos espinhos (HERMEL et al., 2006). Adicionalmente, abre-se outra
possibilidade de raciocinio quando se cogita a possibilidade de que o advento da
puberdade pode modificar a quantidade de espinhos dendriticos e modificar a

ocorréncia dos potenciais excitatorios poOs-sinapticos registrados em animais pré-
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puberes (COOKE ¢ WOOLLEY, 2005). Ja esta descrito na literatura que a passagem
pela puberdade reduz a arvore dendritica de neurénios do MePD de hamsters (ZEHR et
al., 2006), o que poderia afetar igualmente a densidade de espinhos dendriticos.
Claramente novos experimentos eletrofisiologicos sdo necessarios para confirmar se os
mesmos resultados obtidos com ratos antes da puberdade se mantém apos esta etapa e,
com base nisso, correlacionar com os dados atuais sobre o nimero de espinhos

dendriticos em ambos 0s sexos e hemisférios cerebrais.

Por sua vez, e aparentemente, a densidade de espinhos dendriticos nas fémeas em
proestro estd em valor aparente menor do que o encontrado em fémeas em diestro.
Diferenga estatisticamente significante neste pardmetro foi relatada para fémeas ao
longo do ciclo estral, havendo maiores valores para fémeas em diestro ¢ menores na
fases de proestro, estro e metaestro no MePD de ambos os hemisférios cerebrais
(RASIA-FILHO et al., 2004). Fémeas em proestro e estro apresentaram-se com menor
densidade de espinhos dendriticos ao longo do ciclo estral, a0 mesmo tempo em que
ocorre um decréscimo do numero de sinapses no MePD de ratas (RASIA-FILHO et al.,
2004; OBERLANDER e ERSHINE, 2008). De fato, na transicdo de diestro para
proestro ocorre uma redu¢do da densidade de espinhos dendriticos de aproximadamente
35% no MePD de ratas (RASIA-FILHO et al, 2004), o que ndo parece ser tdo
exuberante quando observados os valores médios aqui obtidos. Mas, conjuntamente,
todos esses dados apontam no mesmo sentido de que ha uma diminui¢do no namero de
espinhos dendriticos quando a fémea avanca da fase de diestro e progride para proestro,
estro e metaestro. Tal fendmeno ¢ mais complexo e basicamente ¢ o oposto do que se
encontra no nucleo ventromedial do hipotdlamo ou nas regides do estrato lacunoso-
molecular ou do radiado da por¢cdo CA1 hipocampal (McEWEN, 2006; BRUSCO et al.,

2008).
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O presente trabalho estudou os valores de densidade de espinhos dendriticos no
MePD esquerdo e obteve valores proximos aqueles relatados quando os dados dos dois
hemisférios foram somados e estudados em conjunto (RASIA-FILHO et al., 2004). Nao
obstante, como o lado esquerdo do MePD mostrou ser o local com maior possibilidade
da acdo génica determinar um dimorfismo sexual na resposta eletrofisiologica que
poderia envolver os espinhos dendriticos (COOKE ¢ WOOLLEY, 2005, 2009), este
lado foi selecionado também para o estudo da agdo epigenética dos hormodnios
ovarianos no nimero de espinhos dendriticos. O MePD apresenta a maior concentragdo
de receptores o e P nas regides dorsal e ventral (SIMORLY et al., 1990; SHUGHRU et
al, 1997; GRECO et al., 1998, 2001, 2003). Seria esperado que, dada a distribui¢do
heterogénea de receptores do tipo ¢ e  para estradiol nas regides dorsal/ventral do
MePD de fémeas (GRECO et al, 2003), houvesse igualmente nesses locais uma
modulacdo que pudesse ser diferente por causa dos tipos de receptores envolvidos
preferentemente no niimero de espinhos dendriticos. Ou seja, estava presente neste
raciocinio a possibilidade de que os receptores de o, com maior quantidade/agdo na
parte dorsal do MePD, e os receptores de tipo 3, com maior na quantidade/agdo na parte
dorsal do MePD de ratas (GRECO et al, 2003), pudessem ter uma repercussio
diferente nos neurdnios desses locais levando a modificagdes na quantidade dos
espinhos dendriticos proximais. Com isso também o momento da tarde da fase de
proestro, a qual corresponde ao momento ciclico de maior quantidade de estradiol e
progesterona em circulacdo, e que foi o momento que as fémeas foram sacrificadas,
poderia servir como um modelo natural da a¢do dos hormonios ovarianos nos neurénios
do MePD. Nao se encontrou, porém, uma diferenca estatisticamente significativa
quando comparados os valores da densidade de espinhos dendriticos da regido dorsal e

ventral do lado esquerdo do MePD de ratas na tarde do proesto.
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Mais do que uma discussdo aprofundada sobre o papel fisiologico dos diferentes
tipos de receptor para estradiol em outros tecidos que nao o nervoso, que nao ¢ o escopo
da presente dissertagdo, uma analise detalhada dos resultados de Gréco et al. (2003)
demonstra que ndo ha uma exclusividade para os receptores do tipo ¢ para estradiol na
regido dorsal de MePD nem ha exclusividade para os receptores do tipo 3 para estradiol
na regido ventral deste subnucleo. Entdo, ¢ possivel cogitar que ambos os receptores
podem estar modulando para menos a densidade de espinhos dendriticos no MePD
durante o proestro, ou, alternativamente, que existam subpopulacdes de neurdnios com
respostas geradas por esses receptores que presentemente ndo sdo distinguiveis pela
técnica de Golgi. De fato, nenhuma caracteristica morfolégica geral permite identificar
e selecionar neurdnios pertencentes a subpopulacdes dentro do MePD com projecdes ou

funcdes especificas (NABEKURA et al, 1986; CHOI et al., 2005; BIAN et al., 2008).

Por fim, com base nessa discussdo, os resultados obtidos com esta dissertagdo
sugerem que, apesar de dados na literatura indicarem diferencas hemisféricas na
ocorréncia de potenciais pos-sindpticos excitatdrios nos neurdnios do MePD de ratos
pré-puberes machos e fémeas, ndo ha diferenca no nimero de espinhos nos dendritos
proximais que justifiquem tal achado prévio ou, pelo menos, que ndo sdo esses os locais
preferenciais para gerar tal achado eletrofisiologico. Adicionalmente, apesar de terem
sido descritas expressdes diferentes para receptores de tipo o e B nas regides dorsal e
ventral do MePD, isto nao gera diferenga no numero de espinhos dendriticos proximais
nessas regides em fémeas durante a fase do ciclo ovulatério que apresenta os maiores
valores de estradiol em circulacdo. Esses achados complementam os conhecimentos
atuais sobre a MePD de ratos e indicam que a densidade de espinhos dendriticos nao

representa o elemento preferentemente e diretamente correlacionavel com outros dados
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da literatura mencionados, embora seja um local de plasticidade sindptica em outras
condi¢des experimentais. Futuros experimentos podem direcionar alguns temas que
surgiram com os dados atuais. Por exemplo, abre-se a perspectiva para estudar a
morfologia dos espinhos nas mesmas condi¢des experimentais aqui descritas, o registro
eletrofisiologico de neuronios dos lados direito e esquerdo do MePD de animais adultos
quer sejam machos e fémeas ao longo de seu ciclo estral, da correlagdo entre a
densidade de espinhos dendriticos e neurdnios que especificamente apresentam
receptores para hormonios gonadais e/ou que estejam relacionados com vias eferentes
para nucleos hipotalamicos e que modulam a secre¢do neuroenddcrina ou a emissao
comportamental. Esses sdo alguns topicos relevantes e correlaciondveis que serdo
beneficiados desta constru¢do conjunta de conhecimentos que se tem feito nos ultimos
anos em relagdo a base celular de organizacdo e funcionamento do MePD de ratos

(RASIA-FILHO et al., 2009).
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