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Né&o basta ter belos sonhos para realiza-los.

Mas ninguém realiza grandes obras se n&o for
capaz de sonhar grande. Podemos mudar o
nosso destino, se nos dedicarmos a luta pela
realizacdo de nossos ideais. E preciso sonhar,
mas com a condi¢do de crer em nosso sonho;
de examinar com atengdo a vida real; de con-
frontar nossa observagcdo com nosso sonho, de
realizar escrupulosamente nossa fantasia. So-

nhos, acredite neles.

Lenin
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RESUMO

A amigdala medial (AMe) é um nucleo superficial do complexo amigdaloi-
de, ocupando seu aspecto rostromedial. A AMe modula uma série de comportamen-
tos, além de modular a memodria e o aprendizado associado a estimulos olfativos e
visuais. Em ratos, € uma estrutura sexualmente dimorfica e esta dividida em quatro
subnucleos: antero-dorsal (AMeAD), antero-ventral (AMeAV), péstero-dorsal (AMePD) e
postero-ventral (AMePV). A AMe apresenta células com caracteristicas morfolégicas
variadas e receptores para hormdOnios gonadais amplamente e heterogeneamente
distribuidos entre todos os seus subnucleos. O presente trabalho teve como obje-
tivos caracterizar a morfologia dos neurdnios dos subnucleos AMeAD, AMeAV,
AMePD e AMePV de ratas na fase de diestro e verificar a densidade de espinhos
dendriticos de neurdnios dos subnucleos AMeAD, AMePD e AMePV de ratas nas fa-
ses de diestro, pro-estro, estro e metaestro. Para tal, foram utilizadas ratas Wistar
(N=24) que, apos a identificagdo da fase do ciclo estral, foram anestesiadas e per-
fundidas, tiveram seus encéfalos retirados e seccionados (cortes coronais de espes-
sura de 100 e 200 um), submetidos a técnica de Golgi. A seguir, os neurdnios foram
selecionados e desenhados com auxilio de camara clara acoplada a um fotomicros-
copio. Na avaliagdo da morfologia dos neurdnios, observou-se que eles sao do tipo
multipolar, células estreladas e bitufted, sendo encontrados em todos os subnucleos

da AMe de ratas na fase de diestro além de células com corpos celulares arredon-



dados, fusiformes, piriformes, ovais e com caracteristicas piramidais. Para a quanti-
ficacdo da densidade de espinhos dendriticos, foram desenhados os primeiros 40
um de 8 ramos dendriticos de 6 fémeas por fase do ciclo estral e por subregido da
AMe. Os resultados da contagem dos espinhos dendriticos foram submetidos a
ANOVA de uma via e ao teste de Newman-Keuls. Verificou-se que, em diestro, a
densidade de espinhos nas regides AMeAD, AMePD e AMePV, foi maior quando
comparada as demais fases do ciclo estral. Além disso, em diestro, a AMePD
apresentou a maior densidade quando comparada com as regides AMeAD e
AMePV. O estudo mostrou que os neurénios da AMe de ratas estudadas na fase de
diestro apresentaram morfologia variada e a densidade de espinhos dendriticos va-
riou na AMeAD, AMePD e AMePV durante o ciclo estral de ratas, especialmente na
AMePD. Os resultados obtidos sugerem a plasticidade induzida por esterdides se-

xuais na morfologia e na fisiologia da AMe de ratas.



1 INTRODUGCAO

1.1 Amigdala

A amigdala, ou complexo amigdaldide, constitui-se de nucleos subcorti-
cais que se situam no lobo temporal, lateral ao hipotalamo e ventral ao estriado, no
encéfalo de mamiferos. Em primatas, é caracterizada como uma massa ovoide de
substancia cinzenta, localizada na porgao terminal e rostral da formagao hipocampal,
tendo como limite anterior o corno temporal do ventriculo lateral (ALHEID et al.,1995;
de OLMOS; HEIMER,1999). Em ratos, € composta por nucleos e subnucleos que
formam uma complexa rede estrutural interrelacionada e multifuncional, uma vez que
estd envolvida na modulagdo de diversos comportamentos e ajustes vegetativos
(ALHEID et al., 1995; EVERITT, 1995; PAXINOS; WATSON, 1998; RASIA-FILHO et

al., 1999; SWANSON; PETROVICH, 1998) (Fig. 1).
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Fig. 1 - Cortes coronais do encéfalo do rato onde é possivel observar o aspecto oval da amigdala e
sua localizag&o no interior do lobo temporal (A e B). As divisdes da amigdala correspondem
as primeiras descrigdes desse complexo nuclear, onde tem-se: Me - amigdala medial, Ce -
amigdala central, AL - amigdala lateral anterior, PL - amigdala lateral posterior, BL —
amigdala basolateral, BM - amigdala basomedial, Co — amigdala cortical. Obtido em
MELONE et al. (1984).

O termo amigdala foi empregado, primeiramente, para se referir a uma re-
gido do cérebro de mamiferos formada por um conjunto de nucleos em forma de
améndoa, de onde surgiu seu nome (SWANSON; PETROVICH, 1998). Foram os es-
tudos de Johnston, Humphrey e Crosby, conforme Kamal e Tombdl (1975), os
primeiros a descrever que a estria terminal representa a maior via de ligagao entre a
amigdala e as regides médio-basais do telencéfalo, sobre a organizagéao
citoarquitetbnica da amigdala na escala evolucionaria, bem como suas divisdes.
Estes autores sugeriram que a amigdala estava dividida em uma regido cértico-
medial e outra basolateral. A primeira, constituida pelos nucleos central, medial e
cortical, representando a area filogeneticamente mais antiga desta regiao nuclear; e
a segunda, composta pelos nucleos basal e lateral, representando a regidao mais re-
cente na escala evolutiva. Além desses nucleos, foi referida a existéncia de um ter-

ceiro grupo, denominado de amigdala anterior, do qual faziam parte os nucleos late-
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rais do tracto olfativo, areas de transigao e nucleos nao classificados. Estudos mais
recentes sobre a classificagdo da amigdala de ratos apresentam-na dividida em qua-
tro regides que, segundo a sua citoarquitetura sdo: 1) amigdala “expandida”,
denominada assim por se estender além de seus limites anatémicos. Subdivide-se
nos nucleos central e medial; 2) amigdala com caracteristicas corticais, subdividida
em porgao basolateral e em porgdes que se ligam as vias olfativas e vomeronasal;
3) regido de transi¢do, localizada entre a por¢cado ventral dos nucleos da base e a
amigdala “expandida”; e 4) nucleos ainda n&o classificados, constituidos por um
grande grupo de células dispersas na substéancia branca e no interior do nucleo
proprio da estria terminal (ALHEID et al.,1995; de OLMOS et al., 1985). Os limites
anatbmicos externos da amigdala e a classificagdo de suas subdivisbes perma-
necem, no entanto, ainda controversos (SWANSON; PETROVICH, 1998).

A amigdala, por sua natureza heterogénea, € objeto de interesse de inu-
meros cientistas e sua morfologia, fisiologia e organizagdo s&o constantemente re-
vistas (AMARAL, 1992; de OLMOS et al., 1985; McDONALD, 1992; PRICE, 1987).
Atribui-se a amigdala de ratos fungdes como: respostas a estimulos gerados por me-
do e ansiedade, percepcgdes de estimulos olfativos e hormonais, modulagdo de com-
portamento reprodutivo e participacdo na aquisicdo do aprendizado e da memoria
condicionada (ARMONY et al., 1995; DAVIS, 2000; EVERITT, 1995; GUILLAMON,;
SEGOVIA,1997; KLING; BROTHERS,1992; KONDO; ARAI, 1995; LABAR; LeDOUX,
1997; LeDOUX, 1992; MASCO; CARRER, 1980; PITKANEN, 2000; QUIRK et al.,
1995; RASIA-FILHO et al., 1991; SWANSON; PETROVICH,1998; WOOQOD;
NEWMAN, 1995). Para participar dessas atividades, a amigdala possui a capa-
cidade de receber diferentes informagdes sensoriais, tanto interoceptivas, quanto ex-

teroceptivas (estimulos olfativos, auditivos e visuais), que acabam por modificar sua
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atividade e estimular diversas regides do sistema nervoso (SN), em resposta ao es-
timulo inicial (DAVIS, 2000; KLING; BROTHERS, 1992; KNUEPFER et al., 1995;
LeDOUX, 1992; QUIRK et al., 1995). Assim, a amigdala apresenta a capacidade de
adequar a relagao do animal com seu ambiente, modulando o comportamento social
e conjugando-o com alteragdes vegetativas e neuroenddcrinas. Por exemplo, quan-
do o animal esta frente a um estimulo aversivo visual ou auditivo, impulsos nervosos
provenientes do talamo e do cértex cerebral chegam as regides lateral e basolateral
(AMBI) da amigdala. A seguir, sdo transmitidos ao nucleo central da amigdala (ACe)
e este envia eferéncias para o hipotalamo e para o tronco encefalico, onde as res-
postas comportamentais relacionadas com o medo e as respostas vegetativas sim-
paticas e parassimpaticas sao organizadas. Isso faz com que o animal fique prefe-
rentemente em posigcédo imdvel, aumente sua atengdo com relagdo ao ambiente, tor-
ne-se taquipnéico e taquicardico, apresente elevagao de sua pressao arterial, possa
defecar e urinar, e aumentar a liberagdo do horménio adrenocorticotréfico (DAVIS,
2000).

Em ratos, a amigdala é uma estrutura sexualmente dimorfica. Este dimor-
fismo pode ser evidenciado na comparacao entre a area total da AMe de ratos e ra-
tas, sendo que a AMe de ratos € maior do que a AMe de fémeas (HINES et al.,
1992; MALSBURY; McKAY, 1994; MIZUKAMI et al., 1983; NISHIZUKA; ARAI, 1981a;
NISHIZUKA; ARAI, 1982). Tal dimorfismo pode ser regulado pela agdo de horménios
gonadais (GOMEZ; NEWMAN, 1991; MIZUKAMI et. al., 1983; NISHIZUKA; ARAI,
1981a; 1981b; NISHIZUKA; ARAI, 1983; RASIA-FILHO et al., 1999). Este nucleo, junto
a outras estruturas do sistema nervoso central (SNC), possue neurbnios com
caracteristicas morfolégicas variadas e que apresentam receptores para horménios

esterdides amplamente distribuidos em seus subnucleos (GRAY; BINGAMAN, 1996;
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LI et al., 1997, OSTERLUND,1998; SAR; STUMPF, 1973; SHERIDAN, 1979;
SIMERLY et al., 1990). Esses hormoénios, devido a sua capacidade de gerar
alteragdes nos circuitos neurais, influenciam na plasticidade do SNC e causam alte-
ragdes morfologicas, tais como: modificam o numero de neurbénios, promovem a ma-
turacdo neuronal e do crescimento de neuritos, propiciam a sinaptogénese e a for-
macdo de circuitos neurais (ARAI;, MATSUMOTO, 1978; ARNOLD;
BREEDLOVE,1985; ARNOLD; JORDAN, 1988; NISHIZUKA; ARAI,1982b), alteram o
comprimento dendritico, a arborizacdo dendritica € o numero de espinhos
dendriticos (FRANKFURT et al., 1990; GOULD et al., 1990; NISHIZUKA; ARAI,
1981a; SILVA et al.,, 2000; TORAN-ALLERAND, 1984; WOOLEY et al., 1990;
WOOLEY; McEWEN, 1993). No entanto, os efeitos sobre os dendritos e espinhos
dendriticos variam de um sexo para outro e de uma regido para outra no SNC
(EVERITT, 1995; RASIA-FILHO et al.,1999; WOOLEY; McEWEN, 1993). Deve-se
considerar que todas essas alteracbes podem ser permanentes na vida do animal
(GORSKI, 2000; HINES et al., 1992; MIZUKAMI et al., 1983; PILGRIM; REISERT,

1992).

1.2 Amigdala Medial

1.2.1 Localizagéo e Diviséo

A AMe é um dos nucleos superficiais do complexo amigdaléide, ocupando
seu aspecto rostromedial. E formada por uma coluna proeminente de células que

surgem em justaposi¢cao a superficie lateral de fibras que ascendem o trato éptico
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(ALHEID et al.,1995). Inicia medial e posteriormente ao nucleo do trato olfativo, es-
tendendo-se caudalmente até o aparecimento do corno temporal do ventriculo
lateral. Neste nivel, ela situa-se dorso-medialmente ao podlo cefalico da area de
transicdo amigdalo-hipocampal, formando a regido medial da parede anterior desta
porcdo do ventriculo. Ao longo de toda sua extensdo, a AMe encontra-se
lateralmente e em intimo contato com a regido ventro-lateral do trato optico (T.0.).
Seu limite rostral com a amigdala anterior e lateralmente com as camadas profundas
do nucleo cortical anterior ndo estdo claramente definidos (ALHEID; HEIMER, 1988;
ALHEID et al., 1995; PITKANEN, 2000).

Dorso-lateralmente, a AMe é separada da por¢édo medial da ACe por uma
regido pobre em células, a qual é substituida mais ventral e caudalmente pelo nucleo
proprio da estria terminal (ALHEID et al., 1995). Caudalmente, o grupo de nucleos
intercalados da amigdala separa a AMe da AMBI. Também caudalmente e em
posicdo dorsal, grupos de fibras que ascendem dentro da estria terminal séo
interpostos entre a AMe e outros nucleos amigdaldides (ALHEID et al., 1995;
PAXINOS; WATSON, 1998).

Na literatura, a AMe tem sido subdividida de diferentes maneiras, se-
gundo critérios de cada autor. Pitkanen (2000) sugere que este nucleo seja formado
por trés regides: rostral, central (porcdo dorsal e ventral) e caudal. Ja Alheid et al.
(1995) e Paxinos e Watson (1998), dividem a amigdala nos subnucleos éantero-
dorsal (AMeAD), antero-ventral (AMeAV), péstero-dorsal (AMePD) e péstero-ventral
(AMePV) (Fig. 2). E, ainda, em fungdo de suas conexdes, a AMe pode ser
organizada em uma regido rostral ou anterior, da qual fazem parte a AMeAD,
AMeAV e AMePV, e uma regido caudal ou posterior, formada pela AMePD

(CANTERAS et al., 1995).
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Foi observado que a neurogénese na AMe em ratos ocorre até
aproximadamente o 16° dia de vida intra-uterina. Inicia-se antes nas regides anterior
e ventral, o que provavelmente se relaciona com o estabelecimento de conexdes
com o sistema olfativo (BAYER, 1980). Baseados nisso, Wood e Newman (1995)
propuseram que a regido anterior da AMe estaria sendo influenciada principalmente
por informagdes olfativas, e a regido posterior, pelos horménios gonadais, embora
essa divisdo anatomo-funcional ndo seja absolutamente rigida. Isso porque, ha
receptores para esterdides sexuais e conexdes sinapticas reciprocas em todas as
subregides da AMe (LI et al., 1997; OSTERLUND, 1998; PITKANEN, 2000; SHUGHRUE et
al., 1997; SIMERLY et al., 1990; WOOD; NEWMAN, 1995).

Todavia, a distribuicdo de receptores para hormdnios sexuais na AMe nao
€ uniforme. Neurdnios com receptores para androgenos estdo presentes em todos
0s subnucleos da AMe, porém a maior concentragao € observada da parte média a
posterior desse nucleo (SHERIDAN, 1979). Neurbénios com receptores dos tipos o e
B para estrogenos sdo encontrados na AMePD (LI et al., 1997; OSTERLUND, 1998;
SIMERLY et al., 1990), mas ha descricbes da presenga destes receptores, tanto na
regido anterior como na regido posterior da AMe (LI et al.,1997; OSTERLUND,
1998;SHUGHRUE et al.,, 1997). Na AMe, entre 80 a 90% dos neurbnios que
possuem receptores para estrogenos também possuem para andrégenos (GRECO
et al., 1998). Mas, interessante € que na AMePD é observada maior quantidade de
neurdnios expressando colecistoquinina, substédncia P e angiotensina Il (LIND;
GANTEN, 1990; SIMERLY et al., 1990). Essas diferengas neuroquimicas nos
subnucleos da AMe sao indicios de que a inter-relagdo entre eles, e deles com
outras regides do SNC, podem ser distintas (CANTERAS et al., 1995; PITKANEN,

2000).
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AMeAV, AMePD e AMePV. Adaptado do atlas de Paxinos e Watson (1998),

Cortes coronais do encéfalo do rato onde pode observar os quatro subnucleos da AMe, a
equivale as figuras 28 e 31 deste atlas. Opt — trato dptico.

saber: AMeAD,

Fig. 2 -

1.2.2 Citoarquitetura da Amigdala Medial

A morfologia dos neurbnios da AMe tem sido estudada pelo método de

, dendritos

, axobnio

quando bem sucedida, impregna corpo celular

Golgi, técnica que

e espinhos de aproximadamente 1-10% de todos os neurénios de uma determinada

do SNC (WOOLLEY; McEWEN, 1993). Por meio dessa técnica foram

regiao

estudados neurbnios da AMe de gatos (HALL, 1972; PRICE, 1987; TOMBOL;
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SZAFRANSKA-KOSMOL,1972), cachorros (MUKHINA; LEONTOVICH, 1970),
camundongos (VALVERDE, 1962) e ratos (de OLMOS et al., 1985; PRICE, 1987;
YU, 1969). Nesses estudos foram observadas semelhancgas histologicas nas células
da AMe das diferentes espécies e a presenga de apenas um tipo celular, que sao
neurdnios multipolares, sendo eles muito parecidos ao principal tipo celular encon-
trado na subdivisdo medial da ACe (KAMAL; TOMBOL, 1975; McDONALD, 1992).
Desta forma, os neurbnios multipolares da AMe s&o de tamanho pequeno
(corpos celulares com 8-10 um de didmetro) e médio (corpos celulares com 10-15
um de didmetro) (McDONALD, 1992; RASIA-FILHO et al., 1999), ou uniformemente
pequenos (GOMEZ; NEWMAN, 1991; KAMAL; TOMBOL, 1975), havendo a possibili-
dade de se encontrar células grandes em dire¢cdo a porg¢ao rostro-dorsal deste nu-
cleo (ALHEID el al., 1995). Seus corpos celulares podem ser ovais (McDONALD,
1992) ou fusiformes (KAMAL; TOMBOL, 1975; GOMEZ; NEWMAN, 1991). Neurdni-
os multipolares do tipo bitufted, com dois ramos dendriticos primarios (FERNANDEZ--
GALAZ et al., 1997), e do tipo estrelado, com trés ou mais ramos dendriticos origina-
dos do soma neuronal, também foram descritos como caracteristicos dos subnu-
cleos da AMe (JONES; COWAN, 1983; RASIA-FILHO et al.,, 1999). As células
bitufted usualmente apresentam dois dendritos primarios que originam poucos ra-
mos, 0s quais se estendem a longas disténcias dentro da AMe (ALHEID et al., 1995;
McDONALD, 1992; MILHOUSE; de OLMOS, 1981). Os ramos dendriticos sdo defi-
nidos como sendo longos (GOMEZ; NEWMAN, 1991; McDONALD, 1992) ou de
comprimento variavel (NARKIEWICZ et al., 1978; RASIA-FILHO et al., 1999), gros-
sos, razoavelmente retilineos e pouco numerosos. A esparsa arborizacdo dendritica
€ uma caracteristica peculiar a AMe, porém esta diferenciagado nao € valida quando

se pretende distinguir esse nucleo da substancia inominada, area amigdaloide ante-
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rior e porcdo medial da ACe, pois os neurdnios de todas estas regides adjacentes
s&o muito parecidos aos da AMe (McDONALD, 1992).

Muitos dendritos da AMe estendem-se ao longo da superficie pial de uma ma-
neira obliqua ou perpendicular. Alguns dendritos, localizados na porgao profunda,
mais lateral da AMe, sdo orientados paralelamente as fibras da estria terminal adja-
cente. Estes dendritos sdo geralmente de células bitufted. A densidade de espinhos
varia de pouca a moderada e equivale a densidade encontrada na porg¢ao lateral da
ACe (MILHOUSE; de OLMOS, 1981; NARKIEWICZ et al., 1978).

Nos casos em que os axdénios dos neurbnios da AMe foram impregnados
pela prata em toda sua extensao, foi observado que eles dirigiam-se medialmente
em diregdo ao nucleo basal ou em diregcdo a estria terminal (KAMAL; TOMBOL,
1975; TOMBOL; SZAFRANSKA - KOSMAL, 1972). Também & comum aos axonios
dos neurbénios da AMe seguir um curso sinuoso e originar ramos colaterais, com
poucas ramificacdes que sao distribuidos nas proximidades de seus corpos celula-
res. Esses axbénios entram na estria terminal e, por esta razdo, os neurbnios tém si-
do classificados como de projegdes longas ( KAMAL; TOMBOL, 1975; VALVERDE,
1962). Aléem de projetarem-se para a estria terminal, os axénios da AMe dirigem-se
para a “ansa peduncularis”. Essas eferéncias, especificamente as da por¢cao poste-
rior da AMe, terminam na area medial da regido posterior do nucleo préprio da estria
terminal e sdo consideradas conexdes densas e bidirecionais (CANTERAS et al., 1995;
VALVERDE, 1962). Botbes terminais com vesiculas sinapticas do tipo achatadas
foram observados nos axénios dos neurdnios da AMe de gatos. Tanto a AMe quanto
a ACe, apresentam muitos botdes sinapticos com este tipo de vesiculas. Os botbes

terminais sdo frequentemente grandes e, ocasionalmente, muito alongados. As



22

vesiculas sdo densamente distribuidas, algumas s&do ovais, outras sao esféricas
(NARKIEWICZ et al., 1978).

Os subnucleos AMeAV e AMePD caracterizam-se por apresentar denso
conjunto de células de tamanho médio, enquanto a AMeAD e AMePV apresentam
células isomorficas. A AMePD, particularmente em direcdo a sua regido ventral,
apresenta células que se distribuem em trés colunas orientadas paralelamente em
relagdo a superficie do nucleo. A primeira coluna € a coluna superficial ou coluna
medial (AMePDm), sendo formada por células agrupadas e com tamanho médio, e a
segunda coluna, profunda, € a coluna mais lateral (AMePDI), também formada por
células de tamanho médio densamente agrupadas, mas menores com relagéo a pri-
meira coluna. A terceira coluna esta arranjada de modo a constituir uma coluna inter-
mediaria de células (AMePDi), também de tamanho médio e que forma uma matriz
que separa e orienta as duas outras colunas (ALHEID et al., 1995). A AMe encontra-
se envolta, medial e ventralmente, por uma camada de células mais dispersas,
denominada originalmente de camada molecular (NISHIZUKA; ARAI, 1983).

A AMe pode ser diferenciada do nucleo cortical anterior e porgéo intramig-
dalbide do nucleo proprio da estria terminal pela forte reacdo de Timm (técnica que
cora botdes sinapticos contendo zinco), e do nucleo pdéstero-lateral, nucleo cortical
postero-medial e area de transigdo amigdalo-hipocampal, por uma reagao fraca de
Timm, sendo separada da ACe por uma zona pobre em células (ALHEID et al.,
1995).

Quanto a neuroquimica da AMe, dentre outras substancias, foi observada
uma reacao fraca a colinesterase, com exceg¢do de sua camada molecular. Essa
reatividade inicia na borda da AMe que se limita com o nucleo cortical e o nucleo

cortical postero-lateral servindo como marco divisério entre a AMe e estes dois nu-



23

cleos. Na AMeAD, essa faixa torna-se reduzida para uma fina borda fortemente co-
rada. Esta borda contorna a margem lateral do trato optico (NISHIZUKA; ARAI,
1983; OBERTO et al., 2001; WONG; MOSS, 1992).

Varios transmissores quimicos (TQ) e neuromoduladores sao encontra-
dos na AMe, predominantemente na por¢cdo caudal da AMePD. Em ratos e hams-
ters, este sistema envolve numerosos neurbnios secretores de substancia P
(ECKERSELL; MICEVICH, 1997; HOLT, 1997; SWANN; NEWMAN, 1992) e alguns
neurénios produtores de encefalinas e somatostatina (LU et al., 1995). Células con-
tendo arginina-vasopressina e colecistoquinina sdo abundantes nos subnucleos da
AMe, porém estas substancias ndo foram identificadas na amigdala de hamster, o
que denota variagdo de uma espécie para outra (ADAMEC, 1991; MALSBURY;
McKAY, 1994; NEWMAN, 1999). As células da porgao central da amigdala medial
postero-dorsal (AMePDc) apresentam imunorreatividade caracteristica para
dopamina (ASMUS et al., 1992).

Tanto as conexdes da AMeAD com a regido postero-intermediaria da es-
tria terminal, quanto com a regido postero-medial da estria terminal formam um
circuito que contém neurdnios que produzem glutamato descarboxilase (GAD),
enzima que converte glutamato em GABA (OBERTO et al., 2001; STEFANOVA, 1998;
WATANABE et al., 1995; WONG; MOSS, 1992). A imunohistoquimica para GABA e a
hibridizagdo in situ para GAD revelaram uma banda densa de neurbnios que se
estendem ventralmente e ininterruptamente através dos nucleos caudado, putamen,
ACe e AMe, terminando ao longo da extremidade ventromedial do hemisfério
cerebral. Outras regidbes da amigdala apresentam neurbnios GABAérgicos
dispersos, muitos dos quais estdo provavelmente envolvidos em circuitos locais (LU

et al., 1995; McDONALD, 1992; WONG et al., 1993). Estes dados sugerem que
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projecdes extrinsecas da amigdala posterior (ACe e AMe) sdo predominantemente
GABAérgicas, enquanto da amigdala anterior (basolateral e cortical) sao

glutamatérgicas (SWANSON; PETROVICH, 1998).

1.2.3 Funcéo da Amigdala Medial

A AMe tem sido descrita como uma regido moduladora da memaria condi-
cionada e aprendizado onde o componente emocional esteja envolvido
(AGGLETON; BLINDT, 1989; ALLEN; ALLEN, 1974; CANTERAS et al., 1995;
GALLAGHER; HOLLAND, 1994; PEINADO-MANZANO, 1990; RASIA-FILHO et al.,
2000; ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996; SHINDOU et al., 1993; WATANABE et al.,
1995), como observado em testes com esquiva inibitéria (LIANG et al., 1982;
McGAUGH, 1992; ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996), nas respostas
neuroenddocrinas a um evento estressor (DAYAS et al., 1999; LU et al, 1995;
McGAUGH, 1992; SUMMERS et al.,, 2000) e em uma série de testes de
comportamentos sociais, tais como o agressivo (BLOCK et al., 1980; DIELENBERG
et al., 2001; HINES et al., 1992; SIEGEL; BRUTUS; 1990; SLODDART-APTER;
McDONNEL, 1980; VOCHTELOO; KOOLHAAS, 1987), defensivo ( BOLHUIS, 1984;
SHAIKH et al., 1993), sexual (DOMINGUEZ; HULL, 2001; KONDO, 1992; ; KONDO;
ARAI, 1995; MEISEL; SACHS, 1994; NEWMAN, 1999; RASIA-FILHO et al., 1991;
WONG et al.,, 1993) e maternal (FLEMING et al., 1980; MORGAN et al., 1999;
NUMAN et al., 1993; SHEEHAN et al., 2000).

A AMe, junto com outros nucleos amigdaldides, esta envolvida no aprendiza-
do influenciado pela emogdo e respostas condicionadas (AGGLETON; BLIND, 1989;

CANTERAS et al, 1995; SHINDOU et al., 1993; WATANABE et al., 1995). A AMe,
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associada a AMBI, esta relacionada a indu¢cdo da formacdo da memdria modulada
pelos glicocorticéides (ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996). Isto € observado quando
situagcbes emocionais excitantes, tais como a exposicdo do animal a seu predador
natural, iniciam uma cadeia de eventos fisiolégicos envolvendo a liberagdo de
horménios adrenomedulares (como a epinefrina) e a ativagdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenocortical (HPA), resultando em aumento de corticosterona sanguinea
(HARVEY et al.,, 1984; ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996). Muitos estudos tém
determinado que glicocorticéides modulam os processos de memdria em animais
treinados em uma variedade de testes de aprendizado (BOHUS; de KLOET, 1981;
LUINE et al.,, 1993; MITCHELL; MEANEY, 1991), bem como em humanos
(NEWCOMER et al., 1994). Esta modulagédo se da por dois sistemas de receptores
para corticosterona: os mineralocorticoides e os glicocorticoides (de KLOET et al.,
1988; de KLOET, 1991). A AMe, a ACe e a AMBI apresentam alta densidade desses
dois receptores (ALLEN; ALLEN, 1974) e acredita-se que, por isto, essas regidoes
estejam relacionadas a esse tipo de processamento mnemanico.

Assim, o envolvimento da AMe, junto a AMBI, na memoria e aprendizado,
sob efeito de glicocorticoides, foi avaliado nos estudos em que ratos com lesdo neu-
roquimica na AMBI e AMe foram treinados em testes de esquiva inibitéria. Tais ani-
mais receberam, apos treino, corticosterona e dexametasona e, entao, a retengcao da
memoria foi avaliada. Foi observado que os ratos com lesdo na AMe e AMBI apre-
sentaram semelhante desempenho de retencdo da memoria (ROOZENDAAL,;
McGAUGH, 1996).

O aprendizado modulado pela AMe esta relacionado a estimulos olfativos
(HESS et al., 1997; HINES et al, 1992; McGAUGH, 1992). Em experimentos onde

foram comparados diferentes estagios da discriminagdo do aprendizado olfativo em
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ratos, foi detectado um aumento da proteina c-fos neste nucleo durante a exploracao
anogenital inicial feita pelo macho em fémeas. No entanto, durante o treino da
discriminagdo olfativa, a expressdo de c-fos na AMe mostrou-se baixa em
comparagao a outros nucleos amigdaldides. Pode-se observar, com isso, que a
ativacdo da AMe se alterna, comparativamente aos outros nucleos amigdaldides,
conforme a demanda da tarefa e os estagios de aprendizado (HESS et al., 1997).

A AMe mostra-se importante nas atividades neuroenddécrinas hipotalami-
cas durante uma resposta emocional. Em roedores, as respostas do eixo HPA para
0 estresse sdo seguidas pela ativagdo de células secretérias de ocitocina, um dos
horménios relacionados com o estresse (MIYATA et al., 1995). A AMe parece reger
respostas de liberacdo de ocitocina, bem como o eixo HPA, na presenga de um es-
tresse emocional (DAYAS et al., 1999; McGAUGH et al., 1992). Isso foi observado
quando lesdes excitotéxicas na AMe de ratos suprimiram respostas do eixo HPA
quando esses animais foram expostos a um efeito estressor (isolamento) bloque-
ando também, a neurosecrecado de ocitocina nos nucleos supra-6ptico e paraventri-
cular. Os achados deste estudo demonstraram que a AMe é o primeiro local, dentro
da amigdala, responsavel pelo controle do HPA e pelas respostas secretérias ocito-
cinérgicas frente a um evento estressor emocional incondicionado (DAYAS et al.,
1999).

Além do envolvimento em respostas ao estresse, em gatos e ratos esta bem
estabelecido o papel da AMe na regulacdo do comportamento agressivo e defensivo
relacionado com informagdes sensoriais (BLOCK; GORSKI, 1988; DIELENBERG et al.,
2001; KOOLHAAS et al., 1980; SIEGEL et al., 1986; SIEGEL; BRUTUS,1990; SLODDART-
APTER et al., 1980). Ratos submetidos a les&o eletrolitica bilateral na AMe foram

colocados em uma caixa para disputa de territorio. Observou-se que os ratos lesa-
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dos apresentaram diminuigdo do comportamento agressivo quando comparados aos
controles (VOCHTELOO; KOOLHAAS, 1987). Em outros modelos experimentais,
onde o comportamento defensivo € desencadeado pelo odor de um predador como,
por exemplo, o cheiro de um gato quando colocado préximo ao rato, somente a
AMePV pareceu estar envolvida (SHEEHAN et al., 2000). Porém, em testes
aversivos onde o odor nao foi o fator preponderante para produzir o comportamento
defensivo, regides do complexo amigdaloide que participam nas respostas de
ansiedade, como a ACe, AMBI e a AMePD, encontraram-se ativadas
(DIELENBERG et al., 2001).

Sabe-se que, em ratos, a AMe constitui o primeiro componente
facilitatorio do sistema limbico para a expressao do comportamento defensivo e o
ataque predatorio (SHAIKH et al., 1993). Esta func¢ao foi observada quando a AMe e
o hipotalamo medial e lateral foram estimulados eletricamente e, como resultado,
concluiu-se que a AMe apresentava uma importante aferéncia monossinaptica
excitatéoria ao hipotalamo medial, promovendo a expressdao do comportamento
agressivo. Esta descrito que este comportamento, pelo menos em parte, € mediado
via substancia P, uma vez que esta substancia esta presente no hipotalamo medial
de ratos e existem células imunorreativas a substédncia P na AMe (CUELLO;
KANAZAVA, 1978; HARLAN et al., 1989; McLEAN et al., 1985; SWANN; NEWMAN,
1992).

Ademais, o controle do comportamento social e sexual também envolve a
AMe e, acredita-se que isto ocorra possivelmente a partir de estimulos olfativos
(KLING; BROTHERS, 1992; KONDO, 1992; KONDO; ARAI, 1995). Em ratos, aferén-
cias quimiossensoriais do bulbo olfativo, do 6rgéo vomeronasal (DOMINGUEZ; HULL,

2001; KONDO, 1992; KONDO; ARAI, 1995; LEHMAN; WINANS, 1982; PFAUS; HEEB,



28

1997; WONG et al., 1993), do hipocampo (CANTERAS et al., 1995; McDONALD et
al.,1999) projetam-se para a AMe. Esse subnucleo por sua vez, processa tais infor-
macdes olfativas e as envia para areas motoras e neuroendocrinas do telencéfalo
basal, para o tronco encefalico, bem como para a area pré-6ptica medial e outros
nucleos hipotalamicos (CANTERAS et al., 1995; DOMINGUEZ; HULL, 2001; KONDO; ARAI,
1995; LEHMAN; WINANS, 1982; WOOD, 1997). Devido as aferéncias provenientes do
orgao vomeronasal, via bulbo olfativo e acessério, a AMe pode ser essencial na
modulacdo de comportamentos que requeiram ativagcdo quimiossensorial, como o
comportamento sexual (DOMINGUEZ et al., 2001;TAKAHASHI; GLADSTONE, 1988).
Hamsters machos, que sofreram lesdao na AMe, perderam o comportamento de
acasalamento e diminuiram a investigagdo anogenital nas fémeas (LEHMAN;
WINANS, 1982; TAKAHASHI; GLADSTONE, 1988).

Existem descricdes em que ratas submetidas a lesdo na AMe, quando
colocadas junto a ratos, mostraram redugéo da ocorréncia de atividade pré-copulat6-
ria (exploragéo olfativa) e aumento na durag&o da cépula. Apds a copula, elas bus-
caram seus companheiros de acasalamento menos frequentemente, quando com-
paradas as ratas submetidas a lesdo ficticia. Tais ratas foram colocadas também
junto a outras e apresentaram diminui¢cdo do comportamento ofensivo dentro do
grupo, quando comparadas ao grupo controle (LEHMAN; WINANS, 1982). Detectou-
se, assim, que lesdes na AMe causam alteragdes significativas nos modelos de
respostas sociais e sexuais de ratas, e sugeriu-se que a AMe poderia ser um com-
ponente neural do sistema inibitorio de regulagdo do comportamento copulatério de
ratas (TAKAHASNI; GLADSTONE, 1998; VOCHTELOO; KOOLHAAS, 1987).

Ja em ratos, a AMe facilita as respostas aos estimulos sexuais. Lesdes

nesta area afetaram o comportamento sexual desses animais, produzindo diminui-
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¢ao da frequéncia de ejaculagbes, aumento do numero de intromissdes precedendo
a primeira ejaculagdo e aumento do intervalo entre as intromissdes, quando compa-
rados a animais n&o lesionados (KONDO, 1992). Estudos mais detalhados sugerem
gue os subnucleos da AMe apresentam diferentes papéis na regulagao do comporta-
mento sexual masculino (DOMINGUEZ et al., 2001; NEWMAN, 1999). Isto foi obser-
vado quando ratos, com lesdo na AMePD, reduziram o comportamento copulatoério e
perderam a erecao peniana desencadeada pelo odor da fémea em estro (KONDO et
al., 1999). Investigacdo anogenital, realizada por machos nas fémeas, leva a um
aumento da ativacdo da proteina c-fos na AMePD e na divisdo medial da AMBI. A
proteina c-fos também mostrou-se aumentada na AMePD de ratos apos a eja-
culacdo (COLLIN et al., 1997). Ratos com lesdo da AMeAD diminuiram suas ativida-
des copulatérias e de investigagao olfativa, enquanto ratos com lesdo da AMePD
apresentaram decréscimo na investigagao anogenital e um aumento na laténcia para
ejaculacdo e intromissdes precedendo a primeira ejaculagdo (DOMINGUEZ et al.,
2001; NEWMAN, 1999).

Ha descricbes de que células pertencentes ao circuito que incluia a
AMeAD e a porgédo intermediaria do nucleo proprio da estria terminal (BNSTi), assim
como a AMePDc com a porg¢ao poéstero-medial do nucleo proprio da estria terminal
(BNSTpm), apresentaram aumento na produgdo de proteina c-fos de forma
diferenciada apds comportamentos sociais. Ou seja, agrupamentos de células na
AMePDc e BNSTpm exibem aumento da imunorreatividade a c-fos relacionada a
investigacdo quimiossensorial ou ejaculagdes, enquanto neurénios da AMeAD e
BNSTi mostraram generalizado e equivalente aumento na produgédo de proteina c-

fos apds acasalamento e encontro agressivo entre machos (NEWMAN,1999).
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Também no comportamento maternal foi observado o envolvimento da
AMe, quando tal atividade era desencadeada por estimulos olfativos e sensoriais. O
comportamento maternal depende de sinais olfativos que ativam a AMe durante a in-
teracdo da mae com os filhotes (FLEMING et al., 1994; NUMAN et al., 1993). Ratas
com lesdo na AMe reduzem o contato com os filhotes, enquanto a exposicéo ao fi-
Ihote induz a ativagédo da proteina c-fos nesta regido (KIRKPATRICK et al., 1994 a;
1994 b). Estimulagéo kindling-like na amigdala (um dos procedimentos que serve pa-
ra gerar aumento de atividade neural e sinaptica) promove agressao, rejeicéo aos fi-
lhotes, ansiedade e também inibe o comportamento maternal em ratas (ADAMEC,
1991; BAWDEN; RACINE, 1979). Existem descrigdes sobre a ocorréncia de latén-
cias mais curtas para o inicio do comportamento maternal em ratas virgens com le-
sdo na AMe, ou nas projecdes olfativas para AMe, quando comparadas a ratas n&o
lesionadas, comprovando a relagao dessas estruturas neste tipo de comportamento
(FLEMING et al., 1980).

Baseado no exposto acima, ha indicios que a AMe de roedores, onde o
sistema de transmissao vomeronasal € modulado por neurdnios sensiveis a estrége-
nos e androgenos, faz parte de um sistema integrado, que controla o comportamen-
to maternal e sexual de machos e fémeas, bem como algumas formas de agresséo
(Hines et al., 1992). De fato, subnucleos da AMe podem apresentar um papel
inibitorio sobre o comportamento maternal em ratas. Isso envolve proje¢cdes da AMe
para os nucleos hipotalamicos anterior e ventromedial, de forma direta ou indireta,
em um circuito neural que desencadeia a inibicdo pelo processamento de informa-
¢Oes olfativas (SHEEHAN et al., 2001). A AMePD e regides hipotaldamicas mediais
sao apontadas como as principais areas inibitérias do comportamento maternal em

experimentos usando a proteina c-fos para identificar regides encefalicas mais ativa-
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das pela exposi¢cado de ratas nuliparas a filhotes de outras ratas (SHEEHAN et al.,
2000). Estudos subsequentes, no entanto, apontam a AMePV e o hipotalamo ante-
rior como as areas preferentemente envolvidas nesta inibicdo (SHEEHAN et al.,

2001).

1.2.4 Interagcdo Morfofuncional da Amigdala Medial

A AMe, por ser uma area sexualmente dimorfica em ratos, vai apresentar
diferengas neuroquimicas, morfologicas e nas conexdes de suas células entre ma-
chos e fémeas. Esse dimorfismo tem sido relacionado a agdo de horménios go-
nadais, ja que a AMe apresenta neurbnios com ampla quantidade de receptores
para esterdides sexuais (HINES et al., 1992; PFAUS; HEEB, 1997; SIMERLY et al.,
1990;). Isto € importante porque diferengas morfolégicas nos neurénios, induzidas
por hormdnios gonadais, foram evidenciadas em algumas outras regides do SNC,
como por exemplo, no nucleo hipotalamico ventromedial (VMN), que constitui uma
importante estrutura na mediacdo do comportamento sexual de “lordose” e €
dependente de horménios em ratas (FRANKFURT et al., 1990; MURPHY; SEGAL,
1996; WONG et al., 1993). Neste nucleo foi observada uma diferenga significativa na
densidade de espinhos dendriticos nos neurénios de ratas ovariectomizadas. Esses
animais apresentaram poucos espinhos em dendritos primarios, quando comparadas
as ratas ovariectomizadas tratadas com estrogeno, as ovariectomizadas tratadas
com estrogeno e progesterona, e as intactas (McEWEN, 1990). Em ratas, a
densidade de espinhos dendriticos de neurbnios do VMN apresentou plasticidade
notavel ao longo do ciclo estral, sendo que na fase de diestro e pré-estro essa

densidade foi significativamente menor (FRANKFURT et al., 1990).
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Variagbes morfologicas mediadas por hormdnios gonadais também foram
verificadas nos neurénios da AMe, onde foi observado que o tamanho deste nucleo,
o0 numero de espinhos dendriticos e a quantidade de receptores nicotinicos para
acetilcolina, € maior em ratos do que em ratas (ARIMATSU et al., 1981; HINES et al.,
1992; NISHIZUKA; ARAI, 1981a; RASIA-FILHO et al.,, 1999). Ainda neste sentido,
parece ser o neurépilo (dendritos, espinhos dendriticos, células da glia e conexdes
sinapticas) o local das mudangas morfolégicas dos neurdnios da AMe (RASIA-FI-
LHO et al., 1999). Variagbes na quantidade de actina e tubulina neuronal (MATSU-
MOTO, 1992) ou reorganizagdo de microtubulos sdo sugeridas como sendo a base
das modificagdes apresentadas pelas células nervosas (WOOLF et al., 1991).

Historicamente, os dendritos tém uma funcao estrutural relacionada a se-
lecdo e estabelecimento de conexdes sinapticas. Seu papel na integragcédo de sinais
elétricos passivos e ativos recebe cada vez maior atengdo (SHEPHERD, 1999;
WOOLF et al., 1991). Os dendritos apresentam formas e tamanhos variados, estdo
presentes em todas as espécies com SN e continuam a se desenvolver apds o0 nas-
cimento de acordo com o estabelecimento de circuitos neurais. A diversidade da ex-
citabilidade dendritica aumenta com a sua variagdo morfolégica e distribuicdo de
seus canais idbnicos. Algumas destas alteragbes sao rapidas, outras s&o a longo pra-
zo, como por exemplo, as permanentes mudancas na funcdo dendritica mediada
pelo crescimento e formagéo de espinhos (HAUSSER et al., 2000).

Estes dados passam a ter especial relevancia ao se entender que o neu-
rénio pode desempenhar varias acdes de acordo com suas conexdes sinapticas, for-
ma, propriedade da membrana e atividade elétrica (EVERITT, 1995; RASIA-FILHO
et al.,, 1999; WOOLLEY; McEWEN, 1993). Alteragbes na estrutura e fungdo do SN

sao parte das agdes que os esteroides sexuais possuem para modulacdo da ativida-
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de neural de ratos adultos (GOMEZ; NEWMAN, 1991; LUQUIN et al., 1993;
MALSBURY; McKAY, 1994; McEWEN et al., 1999). Essas mudangas sdo exemplifi-
cadas em trabalhos onde neurdnios do hipocampo ou no VMN modificam-se pela re-
tirada ou pela administracdo de horménios gonadais em ratas adultas (FRANKFURT
et al.,, 1990; WOOLLEY; McEWEN, 1993). Em niveis fisioldgicos, a propria variagéo
hormonal detectada durante o ciclo estral da rata € capaz de modificar a morfologia
e a funcionalidade dos neurénios hipotalamicos (FRANKFURT et al., 1990; GARCIA-
SEGURA et al., 1989). Em hamsters, a castracéo resultou na diminuigdo da arbo-
rizagdo dendritica, da area do soma e do percentual de dendritos terciarios além de
reduzir a densidade de espinhos dendriticos e do comprimento de dendritos termi-
nais, quando comparados a machos controle (GOMEZ; NEWMAN, 1991).

A arborizagdo dendritica desempenha um papel chave na integragdo de en-
tradas e saidas sinapticas com a atividade intrinseca do neurdnio. Ela promove um
importante substrato para propriedades passivas ou ativas do neurdnio para gerar
uma ampla variedade de tipos de processamento de informag¢des (SHEPHERD,
1999a;1999b; SEGAL; ANDERSEN, 2000). O padrao de arborizagdo dendritica pode
refletir a atividade sinaptica da célula nervosa como, por exemplo, arborizacdes
amplas significam uma maior superficie de contatos sinapticos para o neurénio; e
dendritos de menor didmetro podem representar maior resisténcia para propagacgéao
do impulso nervoso (ANDERSEN, 2000; HAUSSER et al., 2000; SEGAL; KOCK;
ZADOR, 1993; SHEPHERD, 1999a; 1999b).

Os dendritos podem apresentar protusdes denominadas de espinhos que
juntamente com ele influenciam a atividade celular. Os espinhos dendriticos sao re-
feridos como especializagbes pds-sinapticas (BRADLEY et al., 1999) e constituem

uma unidade de entrada ou de saida de atividade sinaptica (WOOLF et al., 1991).
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Sao estruturas que desempenham papel essencial na transmissao sinaptica rapida e
em processos dependentes de atividades, tais como atividade potencializada a longo
prazo (LTP) ou diminuida a longo prazo (LTD), que podem ser as bases do aprendi-
zado e da memoria (KOCH; ZADOR, 1993; SHEPHERD, 1996). Apresentam fung&o
importante na regulagéo de calcio intracelular, que € langado para os ramos dendriti-
cos apos a atividade sinaptica em situagdes fisioldgicas o que lhe confere proprieda-
des neuroprotetoras (GOLD; BEAR, 1994; GUTHRIE et al., 1991; HARRIS; KATER,
1994; KOCH; ZADOR, 1993; KORKOTIAN; SEGAL, 1998; SEGAL, 1995a; 1995b;
SHEPHERD, 1996). Sdo considerados indicadores da atividade sinaptica realizada
por um neurdnio, pois tem-se que um espinho usualmente representa uma sinapse
(KANDEL;SIEGELBAUM, 2000; SHEPHERD, 1996; SHEPHERD, 1999a;1999b). A
distribuicdo, a densidade, a forma e o tamanho destes espinhos juntamente com o
padrao de arborizagdo dendritica estdo diretamente relacionados a fungdo da célula
nervosa (WOOLF et al.,, 1991). Assim, o estudo da morfologia neuronal e da
densidade de espinhos dendriticos dos subnucleos da AMe ajudara a elucidar a
atividade neuronal local e a proporcionar o entendimento da magnitude das fungdes

mediadas por tais sub-regides.



2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Caracterizar a morfologia de neurdnios de todos subnucleos da AMe de
ratas em diestro e verificar a densidade de espinhos dendriticos na AMeAD, AMePD
e AMePV desses animais em diferentes fases do ciclo estral. Isto deve servir para
confirmar os dados morfolégicos previamente publicados na literatura, mas também
deve, originalmente, indicar o carater dindmico existente na densidade de espinhos

dendriticos nestas regides.

2.2 Especificos

- Descrever a morfologia geral de neurbnios da AMeAD, AMeAV,
AMePD e AMePV de ratas em diestro;

- Determinar a densidade de espinhos nos primeiros 40 um dendriticos,
por ser medida fidedigna deste parametro, dos neurénios da AMeAD, AMePD e

AMePV de ratas em diestro, pré-estro, estro e metaestro.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar (N = 24) adultas (3 - 6 meses de vida), pro-
venientes e mantidas no biotério do Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude da
UFRGS. Esses animais permaneceram em grupos (até 5 por caixa), com acesso li-
vre a comida e a agua. A temperatura foi mantida em torno de 20°C e o ciclo claro/

escuro com 12 horas cada.

3.2 Procedimento Cirurgico e Histolégico

Foi realizado esfregaco vaginal para identificacédo da fase do ciclo estral
das ratas em diestro, pré-estro, estro e metaestro. Cada uma destas fases distingue-
se pela preponderancia de tipos celulares caracteristicos, que sao: células quera-
tinizadas no estro, leucdcitos em diestro, células epiteliais em pré-estro ou a mescla
dos trés tipos celulares no metaestro (NELSON, 1995).

Apos isto, 6 ratas em cada fase foram sacrificadas na tarde de seus
respectivos ciclos. Essas fémeas foram anestesiadas com Tiopental® (50 mg/Kg) por

via intraperitonial e submetidas a técnica de Golgi modificada, como descrito por
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Gabbott e Smoguy (1984) e Woolley e McEwen (1993). Para a realizag&o desta téc-
nica, as ratas foram perfundidas por via transcardiaca com paraformaldeido a 4% e
acido picrico a 1,5% diluidos em tampé&o fosfato 0,1 M (pH 7,4). Apds, os encéfalos
foram retirados e fixados na mesma solugéo por 24 horas, sendo seccionados em vi-
bratomo (Leica) em cortes coronais de 100 um e 200 ym de espessura. Foi utilizado
como referencial anatdomico o atlas das coordenadas estereotaxicas do enceéfalo do
rato de Paxinos e Watson (1998). Os cortes foram imersos em dicromato de potas-
sio a 3%, por 24 horas e resguardados da luz. A seguir, os cortes foram lavados em
agua destilada, colocados em laminulas sobrepostas e mergulhados em nitrato de
prata a 1,5% por no minimo 48 horas, ao abrigo da luz. Novamente, os cortes foram
lavados com agua destilada e entdo montados em laminas histologicas, desidrata-

dos em alcool, clareados em xilol e cobertos com balsamo do Canada e laminulas.

3.3 Aquisicao de Dados

3.3.1 Selecédo dos Neurbnios para Determinagdo de sua Morfologia

Geral

Foram desenhados e fotografados neurénios da AMeAD, AMeAV, AMePD
e AMePV de ratas em diestro. Os cortes histolégicos foram estudados com o auxilio
de microscépio optico (NIKON OPTIPHOT-2, Japan) e a localizagdo da AMe foi ba-
seada nas descricdes de Alheid et al. (1995) e de Paxinos e Watson (1998) (Fig. 3).
Para a precisa localizacdo da AMe secgdes, contendo este nucleo e suas subdivi-
sbes, foram projetadas em desenhos esquematicos de cortes coronais do encéfalo

do rato, que correspondiam as figuras 26 a 33 do atlas de Paxinos e Watson (1998).
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A AMeAD encontrava-se entre as figuras 26 a 30 situadas entre 1,80 a 2,56 mm
posterior a sutura bregmatica; a AMeAV encontrava-se entre as figuras 27 e 29, 1,88
a 2,30 mm posterior a sutura bregmatica; a AMePD e AMePV encontravam-se nas
figuras 31 a 33, situadas a 2,80 e 3,30 mm posterior a sutura bregmatica.

Os neurbnios desenhados obedeceram aos seguintes critérios de aceita-
¢ao: localizavam-se no interior dos subnucleos AMeAD, AMeAV, AMePD, AMePV;
encontravam-se afastados dos limites dos subnucleos aos quais pertenciam;
estavam bem impregnados pela prata e relativamente isolados dos demais neur6-
nios. Seguindo-se a selegdo, os neurdnios foram desenhados manualmente, com o
auxilio de camara clara acoplada a fotomicroscopio em aumento de 450 X.

Ainda, para obtencdo de uma medida aproximada do tamanho do corpo
neuronal utilizou-se ocular micrométrica Zeiss e procedeu-se a mensuracao do dia-

metro de 70 neurdnios por subnucleo da AMe.

3.3.2 Desenho dos Espinhos Dendriticos

No desenho dos espinhos dendriticos, a AMe foi primeiramente localiza-
da. Para isto, foram utilizadas as descricbes de Alheid et al. (1995) e o atlas de
Paxinos e Watson (1998) (Fig. 3), conforme procedimento anterior. Os cortes
histologicos foram estudados com auxilio de microscépio 6ptico (Nikon Optiphot - 2,
Japan). As secg¢bes contendo tal nucleo e suas divisbes também foram projetadas

em desenhos esquematicos de cortes coronais do encéfalo do rato.

Os neurbnios destes cortes, que obedeceram aos seguintes critérios de

aceitacado, foram entdo desenhados: encontravam-se inequivocamente nos subnu-
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cleos AMeAD, AMePD e AMePV, tinham seus corpos celulares afastados dos bor-
dos destes subnucleos, apresentavam seus dendritos e espinhos dendriticos bem
impregnados pela prata, os dendritos diminuiam de tamanho a medida que se afas-
tavam do soma e estavam relativamente isolados das células vizinhas. Os neurénios
da AMeAV nao foram avaliados por este subnucleo ser de tamanho muito pequeno,
o que resulta em dificuldades técnicas para adequado estudo dos espinhos dendri-
ticos. Ademais, pela técnica de Golgi, poucos neurbnios foram adequadamente im-
pregnados, restringindo o numero de células que se enquadravam nos critérios de
aceitacao para este tipo de estudo.

Uma vez realizada a selegédo, os primeiros 40 um dendriticos e seus
respectivos espinhos foram desenhados manualmente, com auxilio de camara clara
acoplada a fotomicroscépio em aumento de 1250X.

Para estudo da densidade de espinhos dendriticos foram selecionados os
primeiros 40 um dendriticos porque eles se mostraram representativos da densidade
ao longo de todo comprimento dendritico, como observado em estudo-piloto (RASIA-

FILHO et al., 1999).

3.4 Analise Estatistica

Os dados obtidos na contagem da densidade de espinhos dendriticos nos
subnucleos da AMe, de acordo com as fases do ciclo estral, foram submetidos ao
teste da analise de variancia (ANOVA) de uma via. Apos, foi aplicado o teste post-
-hoc de Newman-Keuls para identificacdo do subnucleo ou da fase do ciclo estral,
onde se encontravam as variagdes estatisticamente significativas. O indice de signi-

ficancia para este estudo foi estabelecido como p < 0,05.
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Fig. 3 — Cortes coronais do encéfalo do rato que serviram de referéncia na identificacdo dos
subnucleos AMeAD, AMeAV, AMePD, AMePV para o desenho e fotomicrografias dos neurénios da

AMe. Adaptado de PAXINOS e WATSON (1998), equivale as figuras 26 a 33 deste Atlas.



4 RESULTADOS

41 Morfologia dos Neurénios da Amigdala Medial de Ratas em

Diestro

Na AMe observam-se neurbnios multipolares do tipo bitufted, estrela-
dos, com caracteristicas piramidais, ou ainda neurénios com corpos celulares arre-
dondados, alongados, ovais ou piriformes. Os dendritos sdo de comprimento varia-
do, de pobre arborizacdo e semelhante orientagdo. Distinguem-se neurdénios com ou
sem espinhos em uma mesma regido. Esse padrao morfolégico se repete em cada
um dos subnucleos estudados, ou seja, na fase de diestro, os neurbénios parecem ter
uma morfologia bastante similar (Fig. 12 A, B, C e D).

Na tentativa de deixar mais clara a descricdo dos neurbnios das subre-
gides da AMe eles serao divididos, quanto a forma do soma e numero de dendritos,
em quatro grupos: grupo | — células bitufted; grupo Il — células estreladas; grupo Il —
células com caracteristicas piramidais; grupo IV — células com corpos celulares alon-
gados, arredondados, ovais ou piriformes.

As células do grupo | - bitufted, apresentam somas ovais, fusiformes, arredon-
dados ou alongados (Fig. 6 A; 7 Ae B; 10 A e B; 12 A, B e D). Originam dois ramos

dendriticos primarios de diferentes comprimentos em cada extremo do corpo celular,
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donde advém sua nomenclatura, que se dirigem ventralmente e dorsalmente no in-
terior do subnucleo a que pertencem. Tais dendritos, quando curtos, quase sempre
se ramificavam proximo ao soma em dois dendritos secundarios longos, sendo que
muitos deles mantém a mesma orientagéo do dendrito de origem (Fig. 7 A, e B; 10 A
e B; 12 A, B e D). E comum encontrar os dendritos ventrais, tanto os primarios co-
mo os secundarios, descendo obliguamente em direcdo ao T.0O. ou descendo para-
lelamente ao T.O. em direcdo a superficie pial (Fig. 6 A; 7 Ae B; 10 Ae B; 12 D).
Houve, no entanto, dendritos secundarios e terciarios dispostos difusamente nos
subnucleos estudados.

As células do grupo Il - neurdnios estrelados, possuem soma de forma
estrelada (Fig. 4 B; 6 A), também descrito como multiangular. Elas apresentam 3 a 4
dendritos primarios, raramente mais do que isso. Os dendritos primarios, da mesma
forma que as células bitufted, sao de diferentes comprimentos. Eles se dispdem ra-
dialmente no interior dos subnucleos (Fig. 5C; 6 A; 7C;9A; 12 A, B e C), porém
pelo menos dois deles seguem ventralmente e, nesse trajeto, colocam-se obliqua-
mente ao T.0. e se dirigem para 0 mesmo, ou posicionam-se paralelamente ao T.O.
e se dirigem para a superficie pial. Esse padrao celular € similar ao encontrado nas
células bitufted (Fig. 5 C; 6 A; 7 C; 9 A; 11A). Por fim, alguns dos dendritos primarios
ou secundarios seguem de forma perpendicular para o T.O. (Fig. 9 A; 11 A).

As células do grupo Il - neurénios com caracteristicas piramidais, foram
encontrados em maior quantidade na AMeAD, AMePD e AMePV. Essas células
apresentavam corpo triangular e trés dendritos primarios, dois basais e um apical
que podiam, todos os trés, ser longos ou curtos (Fig. 4 A; 5 B; 8 B; 12 A). Via-se que
os dendritos basais estavam voltados ventralmente ou dorsalmente no interior dos

subnucleos. O dendrito primario basal medial, geralmente, seguia para o T.0O., bem
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como o secundario. Ja o dendrito primario apical ou dirigia-se perpendicularmente a
superficie pial ou perpendicularmente a regido dorsal do subnucleo (Fig. 4 A; 5 B; 8 B;
12 A).

As células do grupo IV - correspondem aos neurbnios que apresentam
corpos celulares alongados (Fig. 8 C; 11 B e C), arredondados (Fig. 5 A; 9 C; 12 C),
ovais (Fig. 9 B; 12 A e C) ou piriformes (Fig. 4 B; 8 B; 10 B). Essas células possuem
3 a 4 dendritos primarios e as mesmas caracteristicas quanto a arborizagao e
orientagdo dendritica das células estreladas, diferindo destas somente na forma do
corpo celular ou seja, pelo menos dois dos dendritos dispde-se obliqguamente ou
perpendicularmente ao T.O. seguindo para o mesmo ou dirigindo-se a superficie
pial e nesse trajeto posicionando-se paralelamente ao T. O. (Fig. 8Be C; 10B; 11 Be
C;12AeC).

Como caracteristicas comuns aos quatro grupos celulares observam-se:
neurdnios de tamanho pequeno ou médio; dendritos de sinuosidade variada em um
mesmo neurdnio sendo que alguns deles eram quase retilineos e outros tortuosos
(Fig. 5C; 6 A; 7B e C; 9 A; 10 A); quando os neurbnios apresentavam espinhos,
estes eram homogeneamente distribuidos ao longo da arvore dendritica (Fig. 13 A,
B, C e D) e em menor quantidade no corpo celular. Estes espinhos possuiam formas
variadas e eram aparentemente maiores no soma e nos dendritos primarios. Os
axoénios encontravam-se pouco visiveis e, quando acontecia de terem sua porgao
proximal impregnada, seu segmento inicial emergia do soma neural. Poucas vezes,
porém, foram observados axénios surgindo de uma célula.

Achado peculiar a AMePD é o de encontrar mais préximo do seu bordo
medial, justaposto ao T.O., menos corpos celulares, porém, nesse mesmo local, vi-

sualiza-se mais prolongamentos neuronais (Fig. 8 A).
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As figuras 4 a 11 mostram os neurbnios de cada um dos subnucleos da
AMe de ratas estudadas na fase de diestro. Nestas ilustracdes € possivel verificar as
caracteristicas descritas acima. A figura 12 serve para comparar as células das qua-
tro subregides da AMe e observar que os tipos celulares encontrados se repetem
nos subnucleos estudados. Cabe ressaltar, novamente, que a principal diferenga
morfologica esta na forma do corpo celular e no numero de dendritos primarios.

Na tabela abaixo s&o comparados os diferentes tipos celulares

encontrados nos quatro subnucleos da AMe.

Tabela 1 - Na primeira coluna encontram-se as variaveis: tamanho neuronal, forma do
soma, orientagdo dendritica, numero de dendritos primarios, numero de
dendritos secundarios por dendrito primario, presenca de espinhos em dendritos
ou no soma e localizagdo. Na primeira linha encontra-se a organizagdo neuronal
por grupo: grupo | — células bitufted, grupo Il — células estreladas, grupo Il —
células com caracteristicas piramidais, grupo IV — células com corpos celulares

alongados, arredondados, ovais ou piriformes.

GRUPO | GRuUPOII GRUPO llI GRUPO IV
Tamanho Neuronal | pequeno ou médio | pequeno ou médio pequeno ou médio pequeno ou médio
Forma do Soma fusiformes, ovais, | estrelado ou multian- | triangular alongado, arredon-
arredondados, gular dado, oval, piriforme
alongados
Orientagéo perpendicular, perpendicular, para- | perpendicular, para- | perpendicular, para-
Dendritica paralelo ou obliglo | lelo ou obliqlio ao tra-|lelo ou obliqio ao|lelo ou obliqio ao
ao trato optico to 6ptico trato optico trato optico
N° Dendritos Prima- 2 3-4 3 34
rios
N° Dendritos Se- 2 2 2 2
cundarios por Den-
drito Primario
Espinhos em Den- [ com ou sem com ou sem com ou sem com ou sem
dritos e no Soma
Localizagdo — Sub- | AMeAD AMeAD AMeAD AMeAD
nucleos AMeAV AMeAV AMeAV AMeAV
AMePD AMePD AMePD AmePD
AMePV AMePV AMePV AMePV
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4.2 Densidade de Espinhos Dendriticos dos Neurénios da Amig-
dala Medial

Os resultados mostraram que, em diestro, a densidade de espinhos (média
+ erro padrdo da média) na AMeAD foi de 1,25 + 0,06; na AMePD foi de 2,15 + 0,09; e,
na AMePV foi de 1,56 + 0,09 (Fig. 17). Em pro-estro a densidade de espinhos na
AMeAD foi de 1,05 + 0,03; na AMePD foi de 1,40 + 0,07; e, na AMePV foi de 1,35 + 0,05
(Fig. 18). Em estro a densidade de espinhos na AMeAD foi de 1,16 + 0,04; na AMePD foi
de 1,31 £ 0,05; e, na AMePV foi de 1,27 + 0,04 (Fig. 19). E, em metaestro, a densidade
de espinhos na AMeAD foi 1,27 + 0,05; na AMePV foi de 1,22 + 0,03; na AMePD foi
de 1,27 + 0,05 (Fig. 20).

A analise estatistica mostrou que ha diferenga na densidade de espinhos
dendriticos de acordo com a fase do ciclo estral na AMeAD [F (3,188) = 3,76, p =
0,01], na AMePD [F (3,188) = 34,66, p < 0,001] e na AMePV [ F (3,188) = 6,68, p <
0,001]. Na AMeAD, os valores na fase de diestro foram maiores do que em pré -
estro (teste de Newman-Keuls, p < 0,05) mas idénticos as outras fases (teste de
Newman-Keuls, p < 0,05; Fig. 21). Na AMePD o valor na fase de diestro foi maior
gue em outras fases (teste de Newman-Keuls, p < 0,001; Fig. 22), o mesmo ocorren-
do para a AMePV (teste de Newman-Keuls, p < 0,02; Fig.13 A, B, C e D; Fig. 23).

Além disso, estudando-se a densidade de espinhos dendriticos por sub-
regidao da AMe ao longo das fases do ciclo estral, observou-se que ha diferencga
entre os subnucleos em diestro [F (2,141) = 28,34, p < 0,001; Fig. 17], em pré-estro

[F (2,141) = 11,02; p < 0,001; Fig. 18], mas ndo em estro [F (2,141) = 2,33; p = 0,10;
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Fig.19] ou em metaestro [F (2,141) = 0,41; p = 0,66; Fig.20; 15 A, B, C e D]. No pri-
meiro caso, em diestro, a sub-regido AMePD apresentou maiores densidades de es-
pinhos que a AMeAD e a AMePV (teste de Newman-Keuls, p < 0,02; Fig.14 A, B, C
eD; 16 A., B e C; 22); e, em pro-estro, a AMePD também apresentou maior densida-
de de espinhos que a AMeAD e AMePV (teste de Newman-Keuls, p < 0,001; Fig.

18).



Fig. 4 - Fotomicrografia de neurdnios da AMeAD de ratas na fase de diestro. A - soma de um neurd-
nio com caracteriticas piramidais (seta preta) com dendritos primarios (setas brancas curtas)
de diferentes comprimentos. Dois desses dendritos primarios também originam dois dendritos
secundarios (setas brancas finas apotam para dendrito basal esquerdo e dendrito apical)
onde pode-se verificar que estes sao mais longos com relagao aos dendritos primarios de
origem, séao de diferente sinuosidade e se orientam em diferentes dire¢gdes. B — soma de um
neurdnio estrelado (seta preta superior). Observa-se na mesma fotomicrografia célula com
corpo piriforme (seta preta) com quatro dendritos primarios (dois deles estdo apontados com
setas brancas). Onde novamente verifica-se a variagdo de comprimento dos dendritos
primarios e sua ramificagdo em dois dendritos secundarios (dendrito primario ventral).
Observa-se que o dendrito primario ventral segue em dire¢cdo a superficie pial. C - corte
coronal do encéfalo do rato, corresponde a figura 26 do atlas de Paxinos e Watson (1998),
identificando a AMeAD, subnucleo ao qual pertencem os neurdnios descritos em A e B. opt-
trato optico, ic- capsula interna. Barra = 20 um. Cruz — serve para mostrar a orientacdo dos
neurdnios no subnucleo. D — dorsal, V - ventral, M - medial, L — lateral.



Fig. 5 - Desenhos de neurbnios da AMeAD de ratas na fase de diestro. A - neurdnio com corpo celu-
lar arredondado. Nele é possivel observar a variagdo do comprimento dos dendritos primarios
e suas diferentes sinuosidade e orientacbes. Nessa célula, observa-se que o dendrito
primario ventral dirige-se obliqiamente para o trato 6ptico e divide-se em dois dendritos
secundarios de comprimento maior com relagcdo ao dendrito primario de origem. Um desses
dendritos secundarios dirige-se perpendicularmente ao trato éptico, enquanto o outro dirige-
se a superficie pial, paralelamente ao trato éptico. B — neurdénio com caracteristica piramidal,
nele verifica-se novamente a existéncia de dendritos primarios de comprimento variado e
esses quando arborizam originam dois dendritos secundarios. Os dendritos ventrais se
dirigem a superficie pial, paralelamente ou obligiamente ao trato o6ptico. C — neurdnio
estrelado, com trés dendritos primarios de comprimento variado. Os dois dendritos primarios
mais longos (mediais) se dirigem obliqglamente ao trato optico. Pode-se observar nas trés
células: A, B e C que os dendritos primarios quando curtos se dividem em dois dendritos
secundarios e que, pelo menos um desses dendritos dirige-se ao trato éptico obligiamente
ou perpendicularmente. Barra = 20 um. Cruz — serve para mostrar a orientagcdo dos neurdnios
no subnucleo. D - dorsal, V - ventral, M - medial, L — lateral.



Fig. 6 -

Fotomicrografia de neurénios da AMeAV de ratas em diestro. A — célula estrelada (ponta de
seta) com quatro dendritos primarios (um deles apontado pela seta branca) de compri-
mentos variados sendo que trés deles arborizam-se em dois dendritos secundarios longos
(setas cinzas) em relagdo ao dendrito de origem. Verifica-se que tanto os dendritos prima-
rios quanto os secundarios na célula estrelada se dispdem radialmente no interior da
AMeAV. Observa-se célula bitufted com corpo celular oval (seta preta) que origina dendritos
primarios em cada um de seus extremos (setas brancas) e alguns ramos dendriticos
cruzando sob ela. B — corte coronal do encéfalo do rato correspondendo a figura 29 do atlas
de Paxinos e Watson (1998), no qual pode-se localizar a AMeAV, subnucleo ao qual perten-
cem as células descritas em A. opt- trato dptico, ic- capsula interna. Barra = 20 um. Cruz —
serve para mostrar a orientagdo dos neurdnios no subnucleo. D - dorsal, V - ventral, M -
medial, L — lateral.



Fig. 7 - Desenho de neurbnios da AMeAV de ratas em diestro. A e B - sdo células bitufted com cor-
pos celulares fusiformes. Evidencia-se dendritos primarios curtos dividindo-se em dois den-
dritos secundarios de maior comprimento quando comparados aos primarios de origem. Vé-
se que predomina a orientacdo paralela ao trato optico tanto dos dendritos primarios como
dos secundarios. C — célula estrelada na qual visualiza-se dendritos primarios longos e cur-
tos; quando curtos, estes originam dois dendritos secundarios que orientam-se radialmente
no interior do subnucleo. Barra = 20 um. Cruz — serve para mostrar a orientagdo dos neurd-
nios no subnducleo. D - dorsal, V - ventral, M - medial, L — lateral.



Fig. 8 -

Fotomicrografia de neurdnios da AMePD de ratas em diestro. A — a area retangular desta-
cada revela a disposi¢cao dos neurbnios deste subnucleo, onde pode-se observar maior
quantidade de prolongamentos celulares préximos ao trato optico (opt) e corpos celulares
mais concentrados na regido central e lateral da AMePD. Nota-se também as distintas mor-
fologias desses neurbnios. B — soma de um neurdnio piriforme (seta preta), soma de uma
célula com caracteristicas piramidais (ponta de seta) e dendritos primarios basais que se
dirigem para a borda medial do subnucleo, ou seja, para o trato éptico (setas brancas). C —
soma de um neurdnio com corpo celular alongado (seta preta) que apresenta trés dendritos
primarios, destes, dois deles sédo curtos e originam dois dendritos secundarios de diferentes
comprimentos e diregbes (setas brancas). D — corte coronal do encéfalo do rato que
corresponde a figura 32 do atlas de Paxinos e Watson (1998) que identifica AMePD,
subnucleo ao qual pertencem os neurdnios descritos em A, B e C. Barra = 20 um. Cruz —
serve para mostrar a orientagdo dos neurdnios no subnucleo. D - dorsal, V - ventral, M -
medial, L — lateral.



Fig. 9 - Desenho dos neurénios da AMePD de ratas em diestro. A - célula estrelada com dois dendri-
tos primarios curtos e um longo. Os dendritos primarios curtos arborizam em dois dendritos
secundarios longos com relagdo ao primario de origem. Vé-se que os dendritos apresentam
orientagado radial. B — célula com soma oval, também com trés dendritos primarios de
diferentes comprimentos, na qual pode-se observar que um dos dois dendritos primarios
dirige-se ventralmente e obliqiamente ao trato éptico e também que apenas um dos
dendritos primarios divide-se em dois dendritos secundarios préximo ao soma. C — célula
com corpo arredondado que origina trés dendritos primarios curtos que se dividem cada qual
em dois dendritos secundarios de comprimento e sinuosidade variada. A arborizagdo oriunda
da regidao ventral do corpo celular dirige-se obliqiamente ao trato &ptico ou
perpendicularmente a superficie pial. Barra = 20 um. Cruz — serve para mostrar a orientagdo
dos neurdnios no subnucleo. D - dorsal, V - ventral, M - medial, L — lateral.



Fig. 10 - Fotomicrografia de neurdnios da AMePV de ratas em diestro. A — célula bitufted com soma
oval (seta preta) originando dendrito primario curto que divide-se em dois dendritos secun-
darios (seta branca). Os dendritos primarios deste neurdnio encontram-se paralelos ao trato
optico. B — célula com soma piriforme (ponta de seta), célula bitufted (seta cinza) originando
dendritos primarios de diferentes comprimentos, sendo que um deles origina dendritos
terciarios (setas brancas) que seguem obliqiiamente para o trato 6ptico. C — corte coronal
da AMe do encéfalo do rato, corresponde a figura 31 do atlas de Paxinos e Watson (1998)
localizando a AMePV, subnucleo onde os neurdénios descritos em A e B s&o encontrados.
Barra: A = 10 um; B = 20 um. Cruz — serve para mostrar a orientagdo dos neurdnios no
subnucleo. D - dorsal, V - ventral, M - medial, L — lateral.



Fig. 11 - Desenho de neurbnios da AMePV de ratas em diestro. A - célula estrelada, B e C - células
com corpos celulares alongados. Observa-se nos trés tipos celulares trés a quatro dendritos
primarios de comprimentos variados. Os dendritos primarios, quando se dividem, originam
dois dendritos secundarios a diferentes distancias do soma. Vé-se nas trés células que par-
te dos seus dendritos se dirigem obliqiiamente (A, B e C) ou perpendicularmente ao trato
optico (A). Barra = 10 um. Cruz - serve para mostrar a orientagdo dos neurénios no subnu-
cleo. D - dorsal, V - ventral, M - medial, L — lateral.



Fig. 12 - Fotomicrografias onde é possivel comparar os neurdnios dos quatro subnucleos da AMe. A
— AMeAD: neurbnio com caracteristicas piramidais (seta preta curta), células bitufted (setas
pretas longas), neurbnio com corpo oval (ponta de seta), célula piriforme (seta branca).
B — célula estrelada (ponta de seta): dendritos primarios curtos (setas brancas pequenas)
que originam dois dendritos secundarios dispostos radialmente (setas brancas com pontas
largas): neurdnios bitufted (seta preta curta inferior): célula com corpo alongado originando
trés dendritos primarios (seta preta curta superior). C - pode-se identificar neurbnios com
corpo arredondado (seta preta fina) e seus dendritos primarios de diferentes comprimentos
(setas brancas curtas), neurbnios com corpos ovais (ponta de seta) com trés a quatro den-
dritos primarios (seta branca longa). D — célula bitufted com corpo oval (seta preta fina) e
seus dois dendritos primarios diferentes no comprimento e na espessura, bem como na
orientagao (setas brancas finas). Observa-se que do dendrito primario localizado dorso-late-
ralmente originam-se dois dendritos primarios que seguem dire¢des diferentes (seta branca
grossa). Barras = 20um. Cruz — serve para mostrar a orientagdo dos neurdnios no subnu-
cleo. D - dorsal, V - ventral, M - medial, L — lateral.



Fig. 13 -

Fotomicrografias onde pode-se verificar os espinhos dendriticos de neurénios dos subnu-
cleos AMeAD, AMePD e AMePV de ratas na fase de diestro, fase na qual foi observada a
maior densidade de espinhos dendriticos. A e C - espinhos dendriticos (setas brancas) de
neurdnios da AMeAD. B — espinhos dendriticos (setas brancas) de neurdnios da AMePV.
D — espinhos dendriticos (setas brancas) de neurénios da AMePD. A, B e C: Barra = 20
um; D: Barra = 10 um.



Fig. 14 - Fotomicrografias de neurénios da AMePD de ratas em diestro. A — espinhos em dendritos
primarios de neurdénio com corpo oval (seta branca e preta). B e D — espinhos dendriticos
(setas pretas) em diferentes aumentos. C — espinhos em dendrito primario (seta preta) de

neurdnio com corpo arredondado. Barra = 10 um.



Fig. 15 - Desenhos dos espinhos dos primeiros 40um dendriticos de neurénios da AMePD de ratas.
A — neurdnio da AMePD de rata em diestro. B — neurénio da AMePD de rata em estro. C —
neurdnio da AMePD de rata em pré-estro. D — neurdnio da AMePD de rata em metaestro.

S = soma. Barra = 11,44um.

Fig.16 - Desenhos dos espinhos dos primeiros 40um dendriticos de neurbnios da AMe de ratas em
diestro. A — espinhos dendriticos de neurbnio da AMeAD. B — espinhos dendriticos de
neurdnio da AMePD. C — espinhos dendriticos de neurénio da AMePV. Barra = 11,01um.
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Fig. 17 - Densidade de espinhos dendriticos (média + erro padrao da média) estu-
dadas nas trés sub-regides da amigdala medial durante a fase de dies-
tro. *=p < 0,05 quando comparada aos valores da AMeAD e AMePV
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Densidade de espinhosium dendritico

AMeAD AMePD AMePV

Fig. 18 - Densidade de espinhos dendriticos (média * erro padrao da mé-
dia) estudadas nas trés sub-regides da amigdala medial durante a
fase de proé-estro. * = p < 0,05 quando comparados aos demais valores
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da AMeAD e AMePV.
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AMeAD AMePD AMePV

Fig. 19 - Densidade de espinhos dendriticos (média + erro padrdo da mé-
dia) estudadas nas trés sub-regides da amigdala medial durante a
fase de estro. Nao houve diferenga estatisticamente significante
entre as sub-regides.

Metaestro
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Densidade de espinhosim dendritico

AMeAD AMePD AMePV

Fig. 20 - Densidade de espinhos dendriticos (média + erro padrao da mé-
dia) estudadas nas trés sub-regibes da amigdala medial durante a
fase de metaestro. Nao houve diferenga estatisticamente signi-
ficante entre as trés sub-regides.
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Fig. 21 -Densidade de espinhos (média + erro padrdo da média) por micrb-
metro dendriticos na regido antero-dorsal da amigdala medial de ra-
tas estudadas em diestro (D), pré-estro (P), estro (E) e metaestro (M).
* = p < 0,05 quando comparados aos valores de diestro.
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Fig. 22 - Densidade de espinhos (média + erro padrdo da média) por micré-
metro dendritico na regido postero-dorsal da amigdala medial de ra-
tos estudados em diestro (D), pro-estro (P), estro (E) e metaestro (M).
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* = p < 0,05 quando comparados aos valores de diestro.

AMePV
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Fig. 23 - Densidade de espinhos (média + erro padrao da média) por micréme-
tro dendriticos na regido postero ventral da amigdala medial de ratos
estudados em diestro (D), pro-estro (P), estro (E) e metaestro (M).
*=p < 0,05 quando comparados aos demais valores de diestro.



5 DISCUSSAO

5.1 Morfologia dos Neurdnios dos Subnucleos da Amigdala

Medial de Ratas em Diestro

Os neurdnios dos subnucleos AMeAD, AMeAV, AMePD e AMePV na fase
de diestro sdo multipolares do tipo bitufted, estrelados, ou com corpos celulares
ovais, arredondados, piriformes, alongados, fusiformes e ainda com caracteristicas
que lembram células piramidais. Os tipos celulares encontrados estdo de acordo
com as descrigdes prévias sobre a morfologia dos neurbénios da AMe (GOMEZ;
NEWMAN, 1991; JONES; COWAN, 1983; KAMAL; TOMBOL, 1975; McDONALD,
1992), com excegdo das células com soma piriforme das quais ndo se tem
referéncia como constituintes da AMe. Os neurdnios na AMeAD, AMeAV, AMePD e
AMePV, sdo de tamanho pequeno e médio de acordo com referéncias anteriores
(ALHEID et al., 1995; KAMAL; TOMBOL, 1975). Neurbnios do tipo bitufted,
erroneamente descritos como neurdnios bipolares (McDONALD, 1992), tém corpo
celular arredondado, oval ou fusiforme, dados que conferem com os obtidos por
Alheid et al.,(1995) e McDonald et al. (1992). Os dendritos primarios desses
neurdnios, na sua maioria, encontram-se paralelos ao T.O. e arborizam em dois
dendritos secundarios que podem ser longos ou curtos. Quando eles s&o curtos

arborizam em longos dendritos terciarios. Essa arborizagdo coincide com as



65

descritas por Alheid et al., 1995, Kamal e Tombdl (1975) e McDonald (1992), uma
vez que esses autores ja sugeriam que os dendritos primarios dos neurdnios da
AMe arborizavam-se em poucos dendritos secundarios e terciarios, mas que estes
se estendiam a longas distancias dentro da AMe. O dendrito primario de um extremo
celular segue em diregdo ventral ficando perpendicular a superficie pial; o outro
dendrito primario dirige-se dorsalmente no interior do subnucleo apresentando
disposicdo semelhante a encontrada por Milhouse e de Olmos (1981) e McDonald
(1992).

Neurdnios estrelados, com caracteristicas piramidais, com corpos celula-
res arredondados, alongados, ovais ou piriformes, podem estar orientados de forma
semelhante as células bitufted ou, ainda, podem estar dispostos radialmente no inte-
rior do seu respectivo subnucleo, como ja referido por McDonald (1992). As células
estreladas, bem como as células com corpos celulares arredondados, alongados,
ovais ou piriformes na AMe arborizam-se em trés ou quatro dendritos primarios de
comprimento variado, sendo que cada um deles, usualmente, ramifica-se em dois
dendritos secundarios. Quando estes ultimos n&o se arborizam préximos ao soma
eles sdo longos, alcangando os subnucleos vizinhos ou, ainda, regiées mais distan-
tes. As células com caracteristicas piramidais apresentam os dendritos basais ou o
dendrito apical voltados ventralmente e estes seguem obligiamente para o T.O. ou
colocam-se paralelamente ao T.O. dirigindo-se a superficie pial. Os dendritos dessas
células também apresentam diferentes comprimentos, mas os dendritos secundarios
e terciarios tendem a ser mais longos com relagdo aos dendritos primarios, o que
esta de acordo com Gomez e Newman (1991) e McDonald (1992). E caracteristica
dos dendritos dos neurdnios da AMe serem sinuosos ou retilineos. Ha células com

ou sem espinhos nos quatro subnucleos. Os espinhos quando presentes podem ser
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vistos no corpo celular ou distribuidos uniformemente ao longo da arvore dendritica,
porém, ndo em grande quantidade como ja registrado por Kamal e Tombadl (1975) e
Narkiewikz et al. (1978). Verifica-se que os espinhos de dendritos grossos costumam
ser grandes, ja os espinhos de dendritos de menor diametro sdo pequenos, porém
mais numerosos, como ja descrito por Milhouse e de Olmos (1981). Consta na litera-
tura que os axénios, quando € possivel identifica-los, sdo longos e dirigem-se para o
T.0. (KAMAL; TOMBOL, 1975) no entanto, os axénios ndo foram evidenciados
neste estudo. A presenca de neurdnios mutipolares com corpos celulares de
morfologia variada constitui padrdo celular dos quatro subnucleos estudados. Tem-
se entdo, que todos subnucleos da AMe sao constituidos por neurénios multipolares
do tipo bitufted, estrelados, com caracteristicas piramidais, com corpos celulares
alongados, arredondados, ovais ou piriformes confirmando dados anteriores de que
os neurbnios da AMe apresentam caracteristicas morfologicas variadas (ALHEID et
al.,, 1995; GRAY; BINGAMAN, 1996; GOMEZ; NEWMAN, 1991; RASIA-FILHO et
al., 2000).

As diferengas morfologicas dos neurdnios da AMe de ratas em diestro,
identificadas no presente trabalho foram, especialmente, quanto a forma do corpo
celular, quanto ao numero de dendritos e quanto a existéncia ou ndao de espinhos no
corpo celular e nos ramos dendriticos. N&do foram encontradas referéncias que
relacionassem a morfologia do soma e a fisiologia celular, e suposi¢bes com relagao
a esse aspecto morfologico sao dificeis de serem feitas. Quanto ao numero de
dendritos, pode-se pensar que células que apresentam arborizacbes mais fartas
proporcionam maior superficie de contato sinaptico. Todos os tipos celulares
encontrados na AMe porém, apresentavam pobre arborizacdo dendritica e muitos

deles ndo possuiam espinhos o que poderia sugerir inicialmente baixa probabilidade
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sinaptica na AMe na fase de diestro. Esse mesmo estudo, no entanto, aponta que
em diestro a densidade de espinhos dendriticos na AMeAD, AMePD e AMePV é
maior. Ou seja, mesmo que alguns neurbnios nao apresentem espinhos, a
densidade deles, quando ocorrem, € maior na fase de diestro. Isso sugere que em
diestro, comparada com as demais fases, a atividade sinaptica nesses quatro
subnucleos poderia estar aumentada, ja que um espinho geralmente promove uma
sinapse (KANDEL; SIEGELBAUM, 2000; SHEPHERD, 1996; SHEPHERD, 1999a;
1999b).

A AMe apresenta importantes conexdes reciprocas intramigdaloides, com
areas corticais, com a estria terminal, ansa peduncularis, areas septais, nucleo pro-
prio da estria terminal, hipotalamo (area pré-6ptica, hipotalamo anterior, area tuberal
e mamilar) bulbo olfativo acessério, nucleos talamicos, além de proje¢cdes para o
tronco encefalico (CANTERAS et al., 1995; PITKANEN, 2000). No presente estudo
entretanto, os axdnios ndo foram bem impregnados pela prata impossibilitando esta-
belecer as aferéncias e eferéncias de cada tipo neuronal estudado. Estudos da mor-
fologia dos neurdnios por subnucleo da AMe nas demais fases do ciclo estral bem
como estudos hodologicos fazem-se necessarios para que se possa ampliar dis-

cussao sobre o tema.

5.2 Densidade de Espinhos Dendriticos

Na analise quantitativa da densidade de espinhos dendriticos, verificou-
-se que os neurdnios dos subnucleos AMeAD, AMePD e AMePV apresentam varia-
¢oes na densidade de seus espinhos ao longo do ciclo estral. Mudangas na densida-

de de espinhos dendriticos de neurdnios de diferentes regides do SNC durante o ci-
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clo estral ja foram previamente descritas (MURPHY; SEGAL, 1996; NISHIZUKA,
ARAI, 1981a; NISHIZUKA; ARAI, 1982; SEGAL; ANDERSEN, 2000; WOOLEY et
al., 1990), com grandes variagbes ja observadas em um periodo de 24 horas
(SEGAL; ANDERSEN, 2000). Os esterdides sexuais agem no genoma da célula,
para promover alteracbes na expressao génica e na sintese proteica (MURDACH,;
GORSKI, 1991; TORAN-ALLERAND, 1984). Para que isto acontegca, esses
hormonios ligam-se a receptores preferentemente encontrados no nucleo da célula.
La, estabelecem contato com o sitio de reconhecimento, ocorrendo aumento da
duplicagdo do DNA, o que culmina em aumento da sintese da proteina correspondente
(MCcEWEN, 1990; MURDACH; GORSKI, 1991; MURPHY; SEGAL,1996; TORAN-
ALLERAND, 1984). Os esterdides sexuais também podem gerar efeitos ndo génicos
ao alterar o potencial de membrana neuronal e o metabolismo de TQ. Quando esses
efeitos ocorrem dentro de segundos a poucos minutos apds a administragdo do
esterdide, elas sédo ditas agbes ndo génicas, enquanto efeitos que demoram varios
minutos ou dias, consideram-se ag¢des génicas (McEWEN et al., 1999). Pesquisas
apontam para uma via indireta de agdo de horménios gonadais sobre a morfologia
celular (CALIZO; FLANAGAN-CATO, 2000; SEGAL; ANDERSEN, 2000). Esses
estudos se referem a agao de hormoénios esterdides sobre células do VMN e indicam
que a densidade de espinhos seja regulada por entradas aferentes moduladas por
estrogenos sobre dendritos especificos. Esta sugestao resultou da observagéo de
que alteragbes morfolégicas ocorreram com a variagdo de esterdides gonadais em
células que n&o apresentavam receptores para hormdnios esterdides (CALIZO;
FLANAGAN-CATO, 2000).

A influéncia de horménios gonadais, como o estradiol, na densidade de

espinhos dendriticos de células piramidais, pode ser modificada pela alteragcdo dos
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niveis de esterdides ovarianos (GOULD et al., 1990; WOOLLEY; McEWEN, 1993;
WOOLLEY et al.,, 1997). Estradiol induziu o aumento da densidade de espinhos
sobre dendritos apicais e basais destas células e o aumento da densidade de
espinhos apresentou-se associado ao aumento de sinapses axo-espinhosas
indicando que novos espinhos formam novos contatos sinapticos (WOOLLEY;
McEWEN, 1993). Estradiol promoveu mudangas nos espinhos dendriticos e na
densidade sinaptica e consequente alteragdes na fisiologia do hipocampo, o que
sugere que o aumento do numero de espinhos dendriticos e da densidade sinaptica
resulta em aumento da excitabilidade do neurénio (WOOLLEY et al., 1990), e o
limiar de disparo da célula diminui a ocorréncia de LTP, principalmente quando o
nivel de estradiol é elevado (WOOLLEY et al., 1997).

Sabe-se que cerca de 40% das vesiculas sinapticas dos neurénios da
AMe de gatos sao do tipo achatadas. As vesiculas dos neurdnios da AMe sao den-
samente distribuidas, algumas séo ovais, outras sao esféricas. Botdbes com vesicu-
las achatadas estabelecem contatos usualmente simétricos, alguns deles com o pe-
ricario, mas predominantemente sobre a haste dendritica e sobre finos ramos den-
driticos. Os contatos sinapticos com os espinhos dendriticos ocorrem em menor
quantidade, pois ha poucos espinhos nos dendritos dos neurénios da AMe. Botbes
sinapticos com vesiculas achatadas foram observados fazendo contato simétrico,
sendo que em alguns locais na AMe, botdes contendo este tipo de vesicula foram
vistos fazendo conexdes com mais de um espinho. Ja botées com vesiculas esféri-
cas, que usualmente se ligam a base do espinho, formam contatos sinapticos
assimétricos (NARKIEWICZ et al., 1978). Vesiculas achatadas poderiam estar
relacionadas a sinapses inibitdérias e vesiculas esféricas a sinapses excitatorias,

servindo de indicativo da atividade sinaptica local (SHEPHERD, 1999).
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O mecanismo pelo qual estradiol promove a formagao de novos espinhos
nao € totalmente claro. Estradiol induziu a formacao de espinhos sobre células pira-
midais do hipocampo in vitro, onde neurénios mantidos por varios dias em cultura ti-
veram aumentada em 20 vezes a densidade de espinhos quando comparados ao
controle (WOOLLEY et al., 1997). Nos estudos sobre a variagdo na densidade de
espinhos dendriticos durante o ciclo estral de ratas nos neurdnios do hipocampo foi
observado que a alta densidade de espinhos coincide com os altos niveis de estro-
genos (WOOLLEY et al., 1990; WOOLLEY; McEWEN, 1993) e a administracédo de
estradiol em ratas ovariectomizadas causou consideravel elevagao na densidade de
espinhos nos neurbnios desta mesma regido (SILVA et al., 2000). Variacdo na
densidade de espinhos desencadeada por horménios esterdides também foram
observadas no VMN (FRANKFURT et al., 1990; MURPHY; SEGAL, 1996). Estudos
em que ratos foram expostos a o e [ estradiol e progesterona tiveram como
resultados a presenca de modificagdes morfolégicas nos neurdnios do VMN. Essas
alteracbes se deram exclusivamente na densidade de espinhos de neurbnios
expostos a  estradiol e isto ocorreu logo nas primeiras 48 horas apos administragéo
de estradiol, seguidas de outro pico de 4 dias apds esta administracdo (MURPHY;
SEGAL, 1996). Outro experimento sobre a variacdo da densidade de espinhos
dendriticos de neurdnios do VMN durante o ciclo estral de ratas mostrou que nessa
regidao a densidade de espinhos apresenta-se significativamente mais baixa em
diestro quando comparada ao pro-estro (FRANKFURT et al., 1990).

No presente estudo, verificou-se que ha aumento na densidade de espi-
nhos dendriticos nos neurénios dos subnucleos AMeAD, AMePD e AMePV na fase
de diestro. Estes dados coincidem aos encontrados no hipocampo, onde houve

maior densidade de espinhos quando os estrégenos encontravam-se mais elevados
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(WOOLLEY et al., 1990), mas diferem dos dados obtidos no VMN, onde os espinhos
se encontravam em maior densidade em pro-estro (FRANKFURT et al., 1990),
quando tanto estrogenos quanto progesterona estavam com seus niveis mais
elevados (NELSON,1995). Vé-se que hormdnios gonadais agem de formas distintas
de acordo com a regido do SNC como ja descrito por WOOLLEY e McEWEN (1993),
EVERITT (1995) e WOOLLEY et al. (1997).

Espinhos dendriticos apresentam-se em maior densidade na AMePD. Tal-
vez isto se deva por este subnucleo apresentar maior densidade de receptores pa-
ra estrégenos com relagédo aos demais subnucleos da AMe (SIMERLY et al., 1990)
e, novamente devemos lembrar que em diestro as concentragdes deste horménio
encontram-se em elevacdo (NELSON, 1995).

Ja foi estabelecido que os estrégenos, quando administrados nos primei-
ros dias apos o0 nascimento, promovem a formacao especifica de sinapses na haste
dendritica na AMe de ratos. Tratamento com estrogenos nos primeiros 20 — 30 dias
de vida pés-parto aumentou a sinaptogénese na AMe, embora n&o tenha ocorrido di-
ferenga significativa no numero de sinapses entre as ratas estrogenizadas e o con-
trole nos primeiros 11 dias apds o nascimento. A estrogenizagdo nao influenciou a
formacéo de sinapses sobre os espinhos dendriticos ou sobre o soma. A alta inci-
déncia deste tipo de sinapse persiste na vida adulta do animal e serve de evidéncia
da plasticidade sinaptica no desenvolvimento da AMe gerada pela agao de estrége-
nos (NISHIZUKA; ARAI 1981a; NISHIZUKA; ARAI, 1982).

A densidade de espinhos dendriticos aumentada dos neurdnios dos sub-
nucleos AMeAD, AMePV e de forma mais acentuada na AMePD, na fase de diestro,
sugerem que, possivelmente, estes mudem dinamicamente sua atividade ao longo

de poucos dias, dado que os espinhos dendriticos sdo considerados alvos sinapti-
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cos, representando papel pré-sinaptico e pds-sinaptico tanto em sinapses excitato-
rias quanto inibitérias (GAMBLE; KOCH, 1987; HARRIS; KATER, 1994; SHEPHERD,
1999a; 1999b), aumentando a area total de superficie de contato dendritico (KOCH,;
ZADOR, 1993; WOOLF et al.,, 1991) e, consequentemente, a capacitédncia da
membrana (JASLOVE, 1992; SHEPHERD, 1996). Entende-se que maior densidade
destas estruturas equivale a maior numero de sinapses, ja que o numero de
espinhos pode ser um forte indicador da densidade sinaptica sobre um neurénio alvo
(SEGAL; ANDERSEN, 2000).

Os espinhos dendriticos equivalem a uma unidade individual de entrada e
saida do neurénio (GAMBLE; KOCK, 1987; HARRIS; KATER, 1994; SHEPHERD,
1999a; 1999b; WOOLF et al., 1991) e tém papel importante na mediag&do de sinapses
de maior duracdo e na modificacdo passiva do potencial sinaptico, uma vez que
atenuam o mesmo, mantém a corrente constante, amplificam o potencial pés-si-
naptico excitatorio e produzem impedéancia no dendrito de origem (HARRIS; KATER,
1994; JASLOVE, 1992; JONTES; SMITH, 2000; KOCK; ZADOR, 1993; SHEPHERD,
1996; VOLFOVSKY et al.,, 1999). Dadas estas propriedades dos espinhos dendriticos,
supde-se que o numero de sinapses vai estar aumentado nos subnucleos AMeAD,
AMePV e AMePD na fase de diestro e que as sinapses ocorridas nos espinhos
dendriticos apresentam caracteristicas distintas das ocorridas nas demais regiées do
neurénio (tronco dendritico, soma, axénios). E, ainda pode-se pensar que a AMePD,
por apresentar maior quantidade de espinhos do que as demais regides da AMe,
possa também apresentar maior densidade sinaptica com relacdo aos demais
subnucleos. Espinhos dendriticos estédo relacionados ao processamento temporal de
informagdes (COLLIN et al., 1997; JONTES; SMITH, 2000; KOCH; ZADOR, 1993;

TROMALD; HULLENBERG, 1997) e a existéncia de maior quantidade deles pode
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indicar um maior processamento de informagdbes na AMeAD, AMePV e,
especialmente na AMePD, na fase de diestro.

A AMe recebe aferéncias olfativas provenientes do bulbo olfativo e do
bulbo olfativo acessério e, a seguir, projeta para o nucleo ventromedial do
hipotalamo (CANTERAS et al, 1995; PITKANEN, 2000), area que, junto com a AMe,
esta envolvida na modulagdo do comportamento reprodutivo e que também alteram
sua morfologia de acordo com as variagdes hormonais (FRANKFURT et al., 1990;
KALIMULINA, 1989). A presenca de maior densidade de espinhos dendriticos na
fase de diestro pode significar maiores entradas de estimulos sensoriais na
amigdala, uma vez que maior densidade de espinhos implicam em aumento do
campo receptivo sinaptico (KOCK; ZADOR, 1993; WOOLF et al., 1991) e em maior
numero de disparos sinapticos (HARRIS; KATER, 1994; TROMMALD; HULLENBERG,
1997). Conexdes intrinsecas intramigdaloides, ou seja, entre seus nucleos e sub-
nucleos (PITKANEN, 2000), podem estar aumentadas e reforcando a modulagéo
feita pela AMe dos comportamentos desencadeados por estimulos olfativos, tais
como o maternal, o agressivo e o reprodutivo.

Os espinhos também apresentam isolamento bioquimico durante as si-
napses, realizam sintese local de proteinas, por apresentarem ribossomos em suas
bases (KOCK; ZADOR, 1993; SEGAL; ANDERSEN, 2000; SHEPHERD, 1996) e, su-
postamente, apresentam papel neuroprotetor, pois graduam os indices neurotoxicos
de caélcio no interior do neurénio (GAMBLE; KOCK, 1997; KORKOTIAN; SEGAL,
1998; MURPHY; SEGAL, 1996b; SEGAL, 1995; SHEPHERD, 1996; TROMALD;
HULLENBERG, 1997). Poder-se-ia supor com isto que, na fase de diestro, os sub-

nucleos estudados da AMe estao providos em maior intensidade de todas estas fun-
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¢des, embora a razao fisioldgica disto ainda ndo esteja clara, como acontece para o
hipocampo (WOOLLEY et al., 1990; WOOLLEY; McEWEN, 1993).

Ndo somente a densidade de espinhos implica nas alteragdes funcionais
mediadas por eles, mas também sua morfologia (TROMMALD; HULLENBERG,
1997). O espinho apresenta bulbo ou cabega e pescogco (SEGAL; ANDERSEN,
2000) e modificagdes destes dois elementos podem influenciar diretamente na si-
napse desencadeada neste espinho, como por exemplo, variagcdes do didmetro do
pescoco modulam a corrente sinaptica (WOOLF et al., 1991) e variagbes no
comprimento do pescog¢o produzem variagdes na impedancia de varios espinhos
(TROMALD; HULLENBERG, 1997). Espinhos curtos sdo mais estreitamente unidos
e refletem mais intensamente mudancas na concentragdo de Ca®" do dendrito de
origem, enquanto espinhos com pescogo longo regulam sua concentragdo de Ca®"
independentemente de seu dendrito de origem (SEGAL; ANDERSEN, 2000). A re-
sisténcia de entrada no ramo dendritico aumenta com a distdncia do soma, e a
resisténcia do pescoco dos espinhos também deve aumentar com a distancia do
corpo celular (HARRIS; STEVENS, 1989; HARRIS; KATER, 1994; WOOLF et al.,
1991). A descrigédo precisa da morfologia dos espinhos somente pode ser feita com
estudos de microscopia eletrbnica e, portanto, ndo se sabe o quanto estes
parametros poderiam influenciar na atividade da AMeAD, AMePV e AMePD, embora
nao seja desconsiderada sua importancia.

No presente estudo foi analisada a densidade de espinhos dendriticos nos
40 primeiros micrébmetros dendriticos. Esta maior densidade de espinhos proximos
ao soma se reflete na funcionalidade dos espinhos, uma vez que espinhos proximais
requerem mudancgas maiores de condutancias para moderadas despolarizagdes, as

quais aumentam lentamente a medida que se propagam para espinhos vizinhos. Os
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espinhos proximais ndo respondem ao aumento da condutancia do dendrito de
origem até que grandes mudancgas sejam aplicadas, apresentam menor resisténcia
de entrada no ramo dendritico e ainda, a resisténcia do pescogo do espinho
dendritico proximal é menor, quando comparada a dos espinhos distais (WOOLF et
al., 1991).

Os dados apresentados mostram que ha plasticidade neuronal na AMe,
relacionada a densidade dos espinhos dendriticos, determinadas pelas variacbes
das concentragbes de horménios gonadais como acontece no hipocampo
(MURPHY; SEGAL, 1996; SINGH et al., 1994; WOOLLEY et al, 1990) e no VMN
(FRANKFURT et al., 1990; GOULD et al., 1990). Estes resultados vao ao encontro
da literatura, que descreve os espinhos dendriticos como unidades de plasticidade
sinaptica por apresentarem papel modulador da propagagao sinaptica dentro do
dendrito; por estarem envolvidos na memoria (regido de LTP/LTD) (LYNCH et al.,
1983: MALENKA et al., 1988); por apresentarem mudangas mecanicas rapidas
(JONTES; SMITH, 2000; SHEPHERD, 1996; TROMMALD; HULLENBERG, 1997);
por representarem disparos sinapticos associados a amplificagao local destes im-
pulsos e seguida de condugédo pseudosaltatoria; e por aumentar a distancia
intersinaptica (TROMMALD; HULLENBERG, 1997).

Parece ser o neuropilo o principal local da plasticidade gerada por hormé-
nios gonadais na AMe (BELTRAMINO; TALEINSNIK, 1978; RASIA-FILHO et al.,
1999). Neste estudo, nossos resultados reforgam esta sugestdo, uma vez que ocor-
reu variagdo do numero de espinhos dendriticos e estes sao elementos do neuropilo
do SNC. Na avaliagcdo dos resultados, também ¢é importante ressaltar que a técnica
histologica utilizada (Golgi) € uma técnica aleatoria que impregna de 1-10% dos neu-

rénios de uma determinada regido, e ela ndo diferencia neurénios com ou sem re-
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ceptores para hormoénios esterdides (GABBOTT; SOMOGUY, 1984; JACOB,;
SCHEIBEL, 1993; WOOLLEY; McEWEN, 1993). Portanto, ndo se pode afirmar que
as alteragbes encontradas sédo exclusivas da agao de hormdnios gonadais e que
elas ocorram em todos os neurdnios dos subnucleos estudados. Como os resultados
nao parecem ser heterogéneos é possivel que eles representem dados de uma
mesma populacado neuronal.

Ademais, as consequéncias funcionais destas alteragbes morfoldgicas
precisam ser avaliadas por testes eletrofisiologicos e comportamentais como os rea-
lizados no estudo de Bradley et al. (1999). Tais autores verificaram a influéncia fun-
cional de hormdnios esterdides através de testes comportamentais. Para isto, ratas
adultas ovariectomizadas foram submetidas a testes de aprendizado no water-maze,
apresentando deficiéncia de aprendizado, resultado revertido quando administrado
estradiol. Poder-se-ia supor que as funcdes mediadas pela AMe possam mudar ao
longo de poucos dias, uma vez que seu elemento de conectividade sinaptica
(espinho) sofre alteragbes quantitativas durante o ciclo estral. Os presentes
resultados apontam, portanto, para novas investigagdes onde se busque relacionar

morfologia e fungdo neuronais relacionadas com cada subnucleo da AMe de ratas.
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6 CONCLUSAO

Os neur6nios dos subnucleos AMeAD, AMeAV, AMePD e AMePV séo
multipolares do tipo bitufted, estrelados, ou ainda com corpos celulares arredonda-
dos, fusiformes, piriformes, alongados, ovais e com caracteristicas piramidais. O
padrao de arborizacao e orientagao dendritica, forma e tamanho do soma neuronal e
distribuicdo dos espinhos dendriticos varia entre os neurbnios de um mesmo
subnucleo da AMe de ratas adultas na fase de diestro, e esta variagdo mantém-se
nas quatro sub-regides estudadas.

Ha alteragcdes na densidade de espinhos dendriticos na AMeAD, AMePD
e AMePV nas diferentes fases do ciclo estral, sendo que ocorre maior densidade de
espinhos dendriticos em todos subnucleos estudados, na fase de diestro. Esta
alteracdo ocorre de forma mais pronunciada na AMePD nesta mesma fase. Os
resultados obtidos sugerem a plasticidade induzida por esterdides sexuais na

morfologia e fisiologia da AMe.
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