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RESUMO

A amigdala medial (AMe) ¢ um dos nucleos superficiais do complexo amigdaloide que pode ser
dividido de acordo com critérios citoarquitetonicos e hodologicos em 4 subnucleos distintos:
antero-dorsal (AMeAD), antero-ventral (AMeAV), postero-ventral (AMePV) e postero-dorsal
(AMePD). Destes, a AMePD, dentre outras fungdes, estd envolvida na regulagao do
comportamento sexual de roedores. Em ratos, este subnicleo ¢ uma estrutura sexualmente
dimorfica, com ampla quantidade de receptores para hormonios gonadais e que se apresenta
subdividida em trés colunas celulares: medial (AMePDm), intermediaria (AMePDi) e lateral
(AMePDIl). O presente trabalho teve como objetivos estudar a densidade de espinhos dendriticos
na AMePDm e na AMePDI as quais, em ratos, estdo relacionadas com os comportamentos de
intromissdo peniana e ejaculacdo, respectivamente. Também estudou-se os efeitos da castracdo
com curta (8 dias) e longa (90 dias) duragdo na densidade dos espinhos dendriticos na AMePD.
Todos os animais foram anestesiados e perfundidos, tiveram seus encéfalos seccionados em cortes
coronais de 200 um de espessura e submetidos a técnica de Golgi. Apods, os espinhos foram
desenhados ao longo dos primeiros 40 pm dendriticos com auxilio de uma camara clara acoplada
a microscopio oOptico e tiveram sua densidade calculada. A analise estatistica demonstrou que nao
ha diferenca significativa na densidade de espinhos dendriticos entre os neuronios da AMePDm e
AMePDI quando comparadas entre si. Esses resultados sugerem que, embora funcionalmente
diferentes, essas regides parecem estar realizando contatos sinapticos em nimero similares. Ainda
ndo esta claro se estes espinhos sdo necessarios para possibilitar que cada subregido contribua
para um aspecto especifico do comportamento sexual masculino. Por outro lado, a andlise
estatistica também revelou que a castracdo por si s6 ndo ¢ capaz de alterar a densidade de
espinhos dendriticos nos neurénios da AMePD a curto prazo mas, por outro lado, que a castracao
de longa duragdo causou uma reducdo significativa na densidade de espinhos dendriticos em
relacdo aos animais controle neste subnucleo, evidenciando a agdo da testosterona na manutencao
da integridade morfologica a longo prazo nos neurdnios da AMePD e sua importancia para a
plasticidade sinaptica nesta regido.



1 INTRODUCAO

1.1 AMIGDALA

A amigdala ¢ composta por nucleos interconectados e localizados lateralmente ao
hipotalamo e ventralmente ao estriado (ALHEID et al., 1995; EVERITT, 1995; PAXINOS;
WATSON, 1998; SWANSON; PETROVICH, 1998; RASIA-FILHO et al., 2000; de OLMOS
etal., 2004). No inicio do século XIX, observando secgdes do lobo temporal de seres humanos,
Burdach descobriu uma massa de substancia cinzenta, em forma de améndoa, a qual chamou de
amigdala. A seguir, pela microscopia Optica, revelou-se que a amigdala possuia diferencas
estruturais e estendia-se além de seus limites anatomicos (JOHNSTON, 1923). Atualmente
sabe-se que a amigdala ndo tem uma funcao unitaria simples, e sim um papel de integracao das
atividades comportamentais, endocrinas e vegetativas que sdo importantes para a relagao dos
animais com seu ambiente (LeDOUX, 1992; DAVIS, 2000; RASIA-FILHO, et al., 2000). Nos
mamiferos esta implicada com uma surpreendente variedade de comportamentos e funcdes
neurais, incluindo emogao, memoria, comportamentos sociais e reprodutivo, ¢ modulacao dos
sistemas neuroendocrino e vegetativo (ALHEID et al., 1995; EVERITT, 1995; WOOD;

NEWMAN, 1995; SWANSON; PETROVICH, 1998; RASIA-FILHO et al., 1999, 2000, 2004).

Para realizar tais fungdes, a amigdala recebe diferentes tipos de informacdes sensoriais
interoceptivas e exteroceptivas como estimulos auditivos, visuais e olfativos (KNUEPFER, et
al.; 1995; QUIRK et al., 1995). Também ¢ capaz de modificar sua propria atividade no que se

supde seja uma etapa na apreciagdo emocional da informagdo obtida e, desta maneira, a
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amigdala apresenta a capacidade de adequar os comportamentos do animal ao seu ambiente,
modulando suas atividades sociais (DAVIS, 2000) e estimulando véarias regides do sistema
nervoso central (SNC) para que se inicie a resposta ao estimulo percebido (LeDOUX, 1992;
KNUEPFER, et al.; 1995; QUIRK et al., 1995; DAVIS, 2000). A seguir serdo revisadas as
regides da amigdala e algumas de suas principais fungdes com maior atengdo em uma de suas

regides, a amigdala medial (AMe), sobre a qual tratara a presente dissertacao.

A amigdala foi dividida de diferentes maneiras por diferentes autores, baseado em sua
anatomia ¢ fun¢do. Prince e colaboradores (1987) propuseram um esquema unico de
classificacdo dos nucleos amigdaldides de ratos, gatos e macacos dividindo a amigdala desses
animais em trés grandes porcdes: nlicleo basolateral (ABL), do qual fariam parte os subnucleos
lateral, basal e basal acessorio e que estariam amplamente interconectados com o neocortex;
nucleo amigdalar cortical medial (ACOM), que corresponderia aos subnticleos cortical, medial,
cortex periamigdaldide, e nucleo do trato olfativo lateral, o qual estaria relacionado com o
sistema olfativo (principal e acessorio); e, por ultimo, nicleo central (ACe) e area amigdaldide

anterior (AA), que estariam envolvidos com atividades vegetativas.

Recentemente, de acordo com sua citoarquitetura, a amigdala de ratos pdde ser dividida em
quatro regides anatomicas: 1) amigdala expandida, que recebeu esse nome por estender-se além
de seus limites anatomicos, subdividindo-se em ACe e AMe, 2) amigdala com caracteristicas
corticais, que foi subdividida em porgdes relacionadas com as vias olfativas principal e
vomeronasal e em outra por¢ao basolateral, 3) regides de transicdo, situadas entre a porc¢ao
ventral dos nucleos da base e a amigdala expandida e, finalmente, 4) nucleos ainda nao
classificados, caracterizados por células dispersas na substancia branca ou no interior do nacleo

da estria terminal (ALHEID et al., 1995). Segundo outros autores, estruturalmente, a amigdala
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parece consistir de uma divisdo estriatal, constituida pela AA, AMe e ACe, e de uma divisdao
cortical que corresponde aos nucleos basolateral anterior (ABLa) e posterior (ABLp),
basomedial anterior (ABMa) e posterior (ABMp), cortical postero-medial (ACOpm) e pdstero-
lateral (ACOpl), cortical anterior (ACOa), lateral (ACOIl), posterior (ACOp), area amigdaldide
piriforme (AAP) e area piriforme de transicdo. Funcionalmente a amigdala parece fazer parte
de trés grandes sistemas: o vegetativo, relacionado com a ACe; o frontotemporal, que
compreende a amigdala lateral (AL) e a ABLa; e, o sistema relacionado com as vias olfativas
principal e acessoria, onde estdo envolvidos os demais nucleos amigdaloides (SWANSON;

PETROVICH, 1998).

Com base nisso, algumas fungdes foram descritas para a amigdala de ratos. Por exemplo,
alguns desses nucleos amigdaloides, principalmente a AL, o ABL e alguns nucleos centrais,
possuem um papel importante na modulagdo do medo pois suas aferéncias e eferéncias
associam informacdes e desencadeiam respostas comportamentais e vegetativas frente a
estimulos ameagadores inatos e condicionados (DAVIS, 1992). Em ratos, por exemplo,
estimulos auditivos condicionados chegam ao corpo geniculado medial de onde partem duas
vias paralelas: uma proje¢ao direta da divisao medial do corpo geniculado medial e do nucleo
intralaminar talamico para a AL, e uma proje¢ao indireta, do corpo geniculado medial para o
cortex auditivo e de 14 para a AL (ARMONY et al., 1995). E interessante que a lesdo na ACe,
AMe e ACO aumentou a investigacdo que os animais fazem em seus proprios predadores
(BLANCHARD, 1972), diminuiu o comportamento de “freezing” na presenca de estimulo
aversivo (BLANCHARD, 1972; YOUNG; LEATON, 1996), e produziu uma perda total da
retengdo da informacgdo necessaria para a adaptacdo comportamental relacionada com a

dominagdo social (BOLHUIS et al., 1984).
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Alguns nucleos da amigdala tém fungdo seletiva na memoria e, sdo dreas criticas de
integracdo dos efeitos moduladores de hormonios e neurotransmissores (CAHILL;
McGAUGH, 1996; McGAUGH et al., 1996). A presenca das catecolaminas liberadas pela
adrenal na circulagdo sangiiinea altera o efeito da estimulagcdo amigdaldide na consolidacao da
memoria (BENNETT et al., 1985; LIANG et al., 1985). A adrenalina ativa receptores de
aferéncias vagais que se projetam para o nucleo do trato solitdrio que, por sua vez, envia
proje¢des que liberam noradrenalina na amigdala (McGAUGH et al., 1996). Diferentes nucleos
amigdaloides também modulam diferentes fungdes no aprendizado (HATFIELD;
GALLAGHER, 1995; ROBBINS, EVERITT, 1996), por exemplo, a ABL esta envolvida no
processo de consolida¢do da memoria (Da CUNHA at al., 1999). O aprender relacionado a
condi¢des emocionais parece envolver a ABL e suas conexdes com o estriado ventral
(GALLAGHER; CHIBA, 1996; ROBBINS, EVERITT, 1996). Danos em outras regidoes da
amigdala também podem afetar as respostas de atengdo e orientacdo. Por exemplo, ratos com
lesio na ACe apresentaram respostas inadequadas de atencdo em relagdo a estimulos

condicionados (GALLAGHER et al., 1990; 1992).

Adicionalmente, determinados nucleos da amigdala sdo sexualmente dimorficos, ou seja,
apresentam diferencas morfologicas e funcionais entre machos e fémeas (RASIA-FILHO, et
al., 1999; 2000; 2004). Por exemplo, a ACOpd possui um maior volume ¢ uma maior
quantidade de neurd6nios em ratos machos quando comparados a fémeas (VINADER-
CAEROLS et al., 1998). E a AMe de ratos machos intactos apresenta mais espinhos dendriticos

em relacdo as fémeas intactas (RASIA-FILHO et al., 2004).
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1.2 AMIGDALA MEDIAL

Em ratos, a AMe ¢ um dos nucleos superficiais do complexo amigdaldide e que ao longo
de toda sua extensdo estd em contato direto com a regido ventro-lateral do trato optico (TO);
(de OLMOS et al., 2004). E formada por uma densa coluna de células em justaposigdo a
superficie lateral de fibras eferentes do nucleo proprio da via olfativa acessoéria (SCALIA;
WINANS, 1975). Tem inicio dorsalmente e posteriormente ao nucleo do trato olfativo,
estendendo-se caudalmente até o corno temporal do ventriculo lateral, onde forma a parede
anterior deste. O limite rostral da AMe com a amigdala anterior e o limite lateral com as
camadas mais profundas do nucleo cortical anterior ou com nucleos intercalados ainda nao

estdo bem definidos (ALHEID et al.,1995).

A AMe ¢ considerada parte da amigdala extendida, embora ainda haja controvérsias se a
mesma ¢ uma continuac¢do ventral do estriado ou ndo (CANTERAS et al., 1995; SWANSON;
PETROVICH, 1998; de OLMOS; HEIMER, 1999; NEWMAN, 1999). A AMe tem sido
subdividida em regides de acordo com critérios citoarquitetonicos e hodoldgicos. Por exemplo,
Alheid e de Olmos (1995) dividem a AMe nos subnucleos antero-dorsal (AMeAD), antero-
ventral (AMeAV), postero-dorsal (AMePD) e postero-ventral (AMePV). De acordo com suas
conexoes, a AMe pode ser também organizada em uma regido anterior ou rostral, da qual fazem
parte a AMeAD, AMeAV e AMePV, e em uma regido posterior ou caudal da qual faz parte a
AMePD (CANTERAS et al., 1995). A AMePD localiza-se adjacente ao TO e ventralmente a
estria terminal (ST), conforme observa-se na Figura 1. Em cortes histologicos coronais corados
pela técnica de Nissl aparece com a forma de um tridngulo alongado, com uma base ventral que

se estende no tergo caudal da AMe (ALHEID, 1995; de OLMOS et al., 2004).
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Bregma - 3,14 mm

-Bregma - 3,30 mm

Figura 1 Esquema representativo de cortes coronais do encéfalo do rato onde se observa a intima relagéo
existente entre a AMePD, o trato 6ptico (TO) e a estria terminal (ST). Adaptado do Atlas de PA-
XINOS e WATSON (1998), sendo que A corresponde a figura 32 e B a figura 33 do atlas referido.

Ainda, a AMePD apresenta, como caracteristica citoarquitetonica, uma regido de células
densas que se estendem superficialmente e profundamente, separadas por uma regido
intermediaria de células esparsas (de OLMOS et al., 1985) que se organizam em trés colunas
orientadas paralelamente a superficie lateral do nticleo as quais podem ser subdivididas em trés

regides: medial, intermediaria e lateral (; ALHEID et al., 1995; COOLEN, 1997; de OLMOS et
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al., 2004). A primeira é uma coluna superficial ou medial (AMePDm), formada por células
densamente agrupadas, de pequeno a médio tamanho; a segunda coluna ¢ profunda e mais
lateral (AMePDI), constituida de células de tamanho médio densamente compactadas, porém
menos agrupadas do que as células da coluna superficial, e a terceira coluna possui células de
tamanho médio, que se organizam de maneira a constituir uma coluna intermediéria (AMePD1)

entre as colunas AMePDm e AMePDI (de OLMOS et al., 2004, vide Figura 2).

Bregma -3,14mm

Figura 2 — Esquema representativo de corte coronal do encéfalo do rato onde se verifica as subdivisdes da
AMePD. Adaptado de PAXINOS e WATSON (1998), correspondente a figura 32 do atlas men-

cionado.
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A AMe de ratos possui uma ampla rede de conexdes neurais entre seus subnucleos, com
outros ntcleos da amigdala e também com nucleos extra-amigdaloides (CANTERAS et al.,
1995). Suas aferéncias sdo provenientes do cortex pré-frontal, do nucleo proprio da estria
terminal (BST) e de varios ntcleos do hipotadlamo envolvidos com a modula¢do do sistema
neuroendocrino e comportamento reprodutivo (PITKANEN, 2000). Mas a maioria das
aferéncias neuronais que chegam a AMe sdo provenientes diretamente do bulbo olfativo
acessorio, que envolve estimulos de feromonios que atuam no 6rgao vomeronasal. H4, ainda,
aferéncias mais modestas de regides do telencéfalo basal, as quais possuem conexdes reciprocas
com a AMe (OTTERSEN, 1980; GROVE 1988); do talamo (VEENING, 1978; OTTERSEN;
BEM-ARI; 1979; OHTAKE; YAMADA,1989) e da regido dorsal da ponte relacionada com
informacdes somaticas e viscerais (HERBERT; SAPER, 1990), de grupos celulares da rafe
mesencefalica (AZMITIA; SEGAL, 1978; OTTERSEN, 1981) e do locus coeruleus (JONES;
MOORE, 1977). Por outro lado, a AMe envia suas projegdes para o sistema olfativo (principal
e acessorio); a formacao hipocampal (ventralmente); o estriado ventral, globo palido ventral, e
nucleo proprio da estria terminal no telencéfalo basal; para diversos nucleos hipotalamicos;
para o talamo na por¢ao medial; para a substancia cinzenta periaqueductal e para os nucleos da

rafe mesencefalicos (CANTERAS et al., 1995).

De fato, estudos da amigdala em ratos indicam que a maioria de seus grupos celulares
projetam-se para nucleos hipotalamicos envolvidos com diversos comportamentos por via
direta ou, indiretamente, via hipocampo ventral, o qual se projeta para o hipotidlamo medial
(PETROVICH et al., 2001). A parte principal do BST também recebe uma densa aferéncia do
nucleo amigdaléide posterior € ambos enviam projecdes para a AMePD e regides hipotalamicas

interconectadas (SIMERLY et al., 1989; CANTERAS et al., 1992). As eferéncias da AMePD
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possuem uma organizacdo estrutural para alguns nuacleos hipotalamicos que estdo
especificamente envolvidos com os ajustes neuroenddcrinos e vegetativos localizados na zona

periventricular (CANTERAS et al., 1995; PETROVICH et al., 2001; SIMERLY, 2004).

A AMePD ¢ claramente influenciada pela atividade da via vomeronasal, proveniente do
bulbo olfativo acessorio e que chega na AMe anterior. Esta, por sua vez, reconhece a relevancia
social do estimulo olfativo, e via nlicleos intercalados da amigdala determina se a AMePD sera
estimulada ou ndo (BRESSLER; BAUM, 1996; GUILLAMON; SEGOVIA, 1997;
McDONALD, 1998; MEREDITH; WESTBERRY, 2004). Com base nisto, a AMe contribui
para a interpretacdo da informagdo sensorial exteroceptiva mas também interoceptiva
(BRESSLER; BAUM, 1996; GUILLAMON; SEGOVIA, 1997; DIELENBERG et al., 2001);
para a regulagdo de comportamentos sociais (BOLHUIS et al., 1984; NEWMAN, 1999;
2002) e reprodutivo de machos e fémeas (RASIA-FILHO et al., 1991; COLLEN et al., 1997,
NEWMAN, 1999; 2002; SHEEHAN et al., 2001), bem como para a modulagdo da memoria
condicionada e aprendizado onde o componente emocional esteja envolvido (CANTERAS et

al., 1995; ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996; RASIA FILHO et al., 2000).

A AMe, associada a ABL, esta relacionada com a indugdo e formacdo de memoria
modulada pelos glicocorticéides (ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996). Ainda, o aprendizado
modulado pela AMe esta relacionado a estimulos olfativos (HINES et al., 1992; McGAUGH et
al., 1992; HESS et al., 1997), porém a ativacdo da AMe se alterna com outros nucleos do
complexo amigdaldide de acordo com a demanda da tarefa e os estdgios do aprendizado. Por
exemplo, ha um aumento de c-fos na AMe de ratos durante a exploragdo anogenital realizada
nas fémeas, e uma diminuicdo da expressdo dessa proteina em relacdo a outros nucleos da

amigdala durante o treino de discriminagao olfativa nesses machos (HESS et al., 1997). A AMe
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também estd envolvida nas atividades neuroenddcrinas hipotaldmicas durante uma resposta
emocional (MIYATA et al., 1995) e parece reger respostas de liberagdo hormonal hipofisaria
bem como modular a funcdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) na presenca de
estresse emocional (McGAUGH et al., 1992; DAYAS et al.,1999). De fato a AMe ¢é o primeiro
local dentro da amigdala responsavel pelo controle do eixo HPA e pelas respostas de secregao

de ocitocina frente a um evento estressor emocional e incondicionado (DAYAS et al., 1999).

Em gatos e ratos também estd bem estabelecida a funcdo da AMe na regulacdo dos
comportamentos defensivo e agressivo (KOOLHAAS et al., 1980; SLODDART-APTER et al.,
1980; SIEGEL et al., 1986; BLOCK; GORSKI, 1988; SIEGEL; BRUTUS, 1990;
DIELENBERG et al.,, 2001). A AMe é o componente facilitatorio para a expressdo do
comportamento defensivo e o ataque predatério em ratos (CUELLO; KANAZAVA, 1978;
McLEAN et al., 1985; HARLAN et al., 1989; SWANN; NEWMAN, 1992; SHAIKH et al.,
1993). Outros estudos demonstraram que ratos com lesdo eletrolitica bilateral na AMe, quando
colocados em uma caixa para disputa de territorio, apresentavam uma diminui¢do do
comportamento agressivo em relagdo a ratos controle (VOCHTELOO; KOOLHAAS, 1987). A
AMePV parece estar envolvida em comportamentos defensivos desencadeados pelo odor de
um predador, como por exemplo nas respostas desencadeadas pelo odor de um gato frente a um
rato (SHEEHAN et al., 2000). J& os demais subntcleos da AMe parecem ser ativados em
outros modelos experimentais onde o odor ndo ¢ o fator aversivo preponderante a ser testado

(DIELENBERG, et al., 2001).

Muito relevante ¢ que a AMe esta envolvida na modulagdo do comportamento reprodutivo
em ratos e outros roedores (KLING; BROTHERS, 1992; KONDO, 1992; KONDO; ARAI,

1995; WOOD; NEWMAN, 1995). Devido ao fato da AMe receber aferéncias provenientes do
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bulbo olfativo, do 6rgao vomeronasal (TAKAHASHI; GLADSTONE, 1988; DOMINGUEZ et
al., 2001) e de varios nticleos do hipotalamo (CANTERAS et al., 1995; McDONALD et al.,
1999), ela parece ser essencial na modulagdo de comportamentos que requeiram ativagao
“quimiossensorial”’, como para a ocorréncia do comportamento sexual (TAKAHASHI;
GLADSTONE, 1988; DOMINGUEZ et al.,, 2001). Em ratos machos a AMe facilita as
respostas aos estimulos sexuais (KONDO, 1992) enquanto nas fémeas parece ser um
componente neural do sistema inibitério de regulacio do comportamento de copula
(VOCHTELOO; KOOLHAAS, 1987; TAKAHASHI; GLADSTONE, 1998). Lesdao na AMe de
machos produz uma diminuicdo da freqiiéncia de ejaculagdo, aumento do numero de
intromissdes penianas que precedem a primeira ejaculagdo e aumento do intervalo entre as
intromissdes quando comparados com animais nao lesionados (KONDO, 1992). Por outro lado,
ratas com lesdo na AMe, quando colocadas junto a machos, demonstraram diminui¢do da
exploracdo olfativa em seus parceiros e aumento na duracao da copula. Apds o acasalamento,
tais fémeas buscaram seus companheiros com menos freqiiéncia e, quando colocadas frente a
outras ratas, demonstraram uma diminui¢do de seu comportamento ofensivo quando

comparadas ao grupo controle (LEHMAN; WINANS, 1982).

Estudos mais detalhados tém sugerido que os diferentes subnticleos da AMe possuem
distintas func¢des na regulagdo do comportamento sexual (NEWMAN, 1999; DOMINGUEZ et
al., 2001). Por exemplo, os subnicleos AMeAD ¢ AMePV, para a modulagdo da atividade
reprodutiva feminina, enviam amplas projecdes para o nucleo hipotalamico ventro-medial
(VMN) e quantidades esparsas a moderadas em direcdo ao nucleo arqueado (CANTERAS et
al., 1995). Ja a AMePD, embora envie poucas eferéncias para o VMN, parece estar envolvida

com fungdes neuronddcrinas ativadas por estimulagao cérvico-vaginal em ratas (PFAUS et al.,
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1996). E projeta-se para a regido periventricular antero-ventral (AVPV) da regido pré-optica
hipotalamica para influenciar a secrecdo das gonadotrofinas (SIMERLY, 1998). Hamsters
machos com lesdo na AMeAD apresentaram perda do comportamento de acasalamento, bem
como perda da investiga¢do anogenital frente as fémeas (LEHMAN et al., 1980; LEHMAN;
WINANS, 1982; TAKAHASHI; GLADSTONE, 1988) enquanto ratos ¢ hamsters com danos
na AMePD apresentaram uma modesta, mas estatisticamente significativa, diminuicdo da
investigacdo anogenital ¢ um aumento da duracdo da atividade copulatoria na presenga de
fémea em estro (NEWMAN, 2002). Ademais, ratos com lesdo na AMePD apresentaram uma
reducdo do comportamento de copula e perda da ere¢do peniana quando expostos ao odor de

uma fémea em estro (KONDO, 1992).

Em ratos e hamsters machos, os axonios das regides anterior e posterior da AMe projetam-
se para locais diferentes dentro do BST (ALHEID et al., 1995). Em hamsters, a AMeAD envia
projecdes para a regido postero-intermediaria do BST (BSTpi) e a AMePD para a regido
postero-medial (BSTpm), constituindo circuitos funcionalmente e estruturalmente distintos,
envolvidos na regulacdo do comportamento sexual desses animais (NEWMAN, 1999; 2002).
Ambos os circuitos apresentaram um aumento da proteina c-fos em resposta ao comportamento
de acasalamento (KOLLACK; NEWMAN, 1992; WOOD; NEWMAN, 1993). A circuitaria
envolvendo a AMeAD apresentou uma imunorreatividade a c-fos generalizada apo6s o
acasalamento ou depois de encontros agressivos entre hamsters machos (KOLLACK-
WALKER; NEWMAN, 1995), o que sugere seu papel no direcionamento da atenc¢do para a
interpretagdo do ambiente (GOMEZ; NEWMAN, 1992; NEWMAN, 1999; 2002). Por outro
lado, ha um aumento da proteina c-fos na AMePD durante a investigagdo anogenital do macho

em uma fémea momentos antes da monta ou apds a ejaculagdo (COOLEN et al., 1997). Ha,
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porém, grupos celulares especificos nas subregidoes da AMePD que revelaram um aumento
especifico dessa proteina relacionado ou com a investigacdo anogenital da fémea ou com a

ocorréncia de ejaculagdo (COOLEN et al., 1997; 1998).

Estudos com ratos machos demonstraram um aumento da imunorreatividade para c-fos na
AMePDm depois de ter ocorrido a intromissdo peniana e, na AMePDI, apos a ejaculacao
(COOLEN et al.,, 1997), evidenciando que as diferentes regides deste subniicleo estdo
envolvidas com comportamentos sexuais distintos nestes animais. Estes dados indicam
também, que a AMePD participa da modulacdo do comportamento sexual de roedores e em
parte ¢ responsavel pelas alteragdes da atividade copulatdria masculina encontrada apos lesdao
ampla da AMe. Igualmente vao ao encontro dos experimentos que utilizaram a implantacao de
hormonios sexuais na AMePD e evidenciaram que estes esterdides estimulavam a atividade de
copula em hamsters e ratos (RASIA FILHO et al., 1991; WOOD; NEWMAN; 1995;

NEWMAN, 2002; HUDDLESTON et al., 2004).

Para completar, a AMe também apresenta um papel inibitério sobre o comportamento
maternal de ratas (VOOCHTELO; KOOLHAAS, 1987, TAKAHASHII; GLADSTONE,
1998). Essa inibi¢ao envolve eferéncias para os ntcleos hipotalamicos anterior e VMN, em um
circuito neural que afeta tal comportamento também via processamento de informacdes
olfativas (SHEEHAN et al., 2001). Ratas com lesdo na AMe reduzem o contato com sua prole,
enquanto exposi¢dao aos filhotes promove a ativagdo de c-fos nesta regido em ratas intactas
(KIRKPATRICK et al., 1994a; b). E, mais especificamente, foi demonstrado que o
comportamentos maternal e o defensivo envolvem a AMePD em ratas (LONSTEIN et al.,
2000; SHEEHAN et al., 2000). Por exemplo, a presenga de filhotes em uma mesma caixa

causa repulsa em fémeas nuliparas ao mesmo tempo em que tem a capacidade de gerar
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comportamento maternal em ratas multiparas. Em ambos os casos a AMePD apresentou
imunorreatividade para c-fos, o que sugere seu envolvimento na inibi¢do do comportamento
maternal ¢ na estimulagdo do comportamento de defesa desses animais (SHEEHAN et al.,
2000). Provavelmente os hormonios gonadais podem alterar a atividade da AMePD, que em
associacdo com 4areas olfativas e hipotaldmicas interconectadas, e em um contexto de
experiéncia maternal prévia, modulam a ocorréncia do comportamento apropriado da fémea de
acordo com as circunstancias ambientais (GUILLAMON; SEGOVIA, 1997; PITKANEN,

2000; SHEEHAM et al.,2000; RASIA-FILHO et al., 2004).

E, com o que se conseguiu associar hodologia neural com fun¢do, a AMe em conjunto com
a area septal lateral, a area pré-optica medial (MPOA), o hipotalamo anterior, o VMN e o
hipotalamo ventro-lateral, a substancia cinzenta periaqueductal e o tegmento adjacente formam
um circuito integrado que influencia ndo somente os comportamentos sexual de machos e
fémeas e o comportamento maternal, mas também outros comportamentos relacionados com a
reprodugdo, com os de marcagdo territorial, agressao por invasao territorial e agressao maternal
(NEWMAN, 1999; 2002). Esses circuitos sdo anatomicamente e reciprocamente
interconectados (SIMERLY; SWANSON, 1988; MARAGOS et al., 1989; CANTERAS et al.,
1994; 1995; COOLEN; WOOD, 1998) e também possuem grupos celulares com receptores
para hormonios gonadais (RESS et al., 1980; COTTINGHAM; PFAFF, 1986, COMMIS;

YAHR, 1985; SIMERLY et al., 1990; WOOD; NEWMAN, 1995b).
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1.3 CITOARQUITETURA DA AMIGDALA MEDIAL E ORGANIZACAO DA

AMIGDALA MEDIAL POSTERO-DORSAL

Estudos recentes da citoarquitetura da AMe revelaram que esta regido esta dividida em
uma parte principal, que ¢ constituida pela AMeAD, que possui neurénios com tamanhos
variados; pela AMeAV, que € descrita como um subnucleo pequeno, densamente ocupado por
neurdnios de tamanho médio; pela AMePD, que estd localizada na parte caudal do nucleo e
apresenta grupamentos celulares organizados em trés colunas orientadas paralelamente a
superficie lateral do nucleo, como anteriormente mencionado; e pela AMePV, com células

isomorficas (de OLMOS et al., 2004).

Experimentos realizados em gatos, cachorros, camundongos e ratos evidenciaram, pela
técnica de Golgi, uma morfologia neuronal relativamente simples ¢ muito similar na AMe
dessas espécies (McDONALD, 1992). Os neuronios sdo do tipo multipolar, com corpos
celulares ovais ou fusiforme (KAMAL; TOMBOL, 1975; GOMES; NEWMAN, 1991;
McDONALD, 1992; RASIA-FILHO et al., 1999) e com tamanhos que variam de pequeno, com
cerca de 8-10 um de didmetro, at¢ médio, com aproximadamente 10-15 pm nesta medida
(McDONALD, 1992; RASIA FILHO et al., 1999). Os neur6nios multipolares caracteristicos
dessa regido sdo do tipo bipenachados (traducdo livre para “bitufted”, do inglés) os quais
possuem 2 ramos dendriticos primarios que se originam em polos opostos do soma neuronal
(RASIA FILHO et al., 1999; 2004), ou do tipo estrelado, classificados assim por possuirem 3
ou mais ramos dendriticos primarios (JONES; COWAN, 1983; RASIA FILHO et al., 1999;

2004).
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A arborizagdo dendritica ¢ tida como esparsa, com ramos dendriticos grossos,
razoavelmente retilineos, longos ou de comprimento variavel que se irradiam para direcdes
variadas (NARKIEWICZ et al., 1978; de OLMOS, 1985; GOMEZ; NEWMAN, 1991,
McDONALD, 1992; RASIA FILHO et al., 1999; 2004). Muitos dendritos estendem-se ao
longo da superficie pial de forma perpendicular ou obliqua. Alguns deles, normalmente os das
células do tipo bipenachados, sdo orientados paralelamente as fibras da estria terminal adjacente
(McDONALD, 1992; RIGOTTI, 2002). A densidade de espinhos dendriticos observada nos
neuronios das subregides da AMe varia de pouca a moderada (NARKIEWICZ et al., 1978;
MILHOUSE; de OLMOS, 1981; RASIA-FILHO et al., 2004). Espinhos dendriticos do tipo
pleomorficos sdo encontrados na AMeAD, AMePD e AMePV (RASIA FILHO et al., 2002;
2004, RIGOTTI, 2002). A parte celular da AMe ¢ rodeada, no seu lado ventral e medial, por
uma ‘“camada molecular” constituida de células mais dispersas (NISHIZUKA; ARAI, 1983) e
que se estreita dorsalmente e rostralmente até desaparecer por completo na regido da AMeAD
(de OLMOS et al., 2004), o que corresponde ao feixe de axonios que forma a via eferente do

nucleo proprio da via olfativa acessoria (SCALIA; WINANS, 1975).

Os axonios da AMe dirigem-se medialmente em dire¢do aos nucleos basais do complexo
amigdaloide ou em direcdo a estria terminal, sendo classificados como axonios de projegdo
longa (VALVERDE, 1962; KAMAL; TOMBOL, 1975). Inicialmente geram um campo denso
terminal em outras regides da amigdala. Algumas fibras estendem-se lateralmente para a area
piriforme e ntcleos endopiriformes, caudalmente para a area de transi¢do piriforme e para a
formagdo hipocampal e, rostralmente, para o estriado, tubérculo olfativo e bulbo olfativo
acessorio. A maioria dos axoOnios de projecdo extra-amigdaloide deixa a AMe via estria

terminal ou via “ansa peduncularis” (via amigdalo-fugal) indo, entdo, em dire¢do a regides
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telencefalicas ou diencefalicas. A AMeAD e a AMePV utilizam como via principal a “ansa
peduncularis” enquanto a AMePD utiliza-se da estria terminal como via eferente preponderante

(de OLMOS et al., 2004).

A neurogénese da amigdala medial se d4 aproximadamente até o 16° dia de vida intra-
uterina, € se inicia antes nas regides anterior € ventral, o que provavelmente relaciona-se com o
estabelecimento de conexdes com o sistema olfativo (BAYER, 1980). Neste contexto, a regido
anterior da AMe parece ser influenciada principalmente por informagdes olfativas e a regido
posterior pelos hormdnios gonadais, embora haja receptores para esses esteréides em ambas
regides mencionadas (WOOD; NEWMAN, 1995). Tal afirma¢do baseia-se no fato de que a
AMe possui grandes concentragdes de receptores para hormdnios gonadais e, embora
receptores para androgénios estejam presentes na parte anterior deste nucleo, a maior
concentracdo destes se d4 na AMePV e na AMePD (SIMERLY et al., 1990; GRECO et al.,
1998). Ainda, a concentragdo de receptores do tipo o e P para estrogenos € maior na AMePD
em relagdo aos demais subnticleos da AMe (LI et al.,, 1997, SHUGHRUE et al., 1997,

OSTERLUND et al., 1998).

A testosterona ¢ convertida em estradiol pela enzima aromatase e, em diidrotestosterona
(DHT), pela 5-a-redutase. Ambas as enzimas sdo encontradas na AMe (SHINODA et al., 1994;
GORSKI, 2000). Em ratos o estradiol possui agdo relevante na masculinizagdo do SN (KELLY,
1991; NELSON, 1995). E interessante notar que o bloqueio farmacoldgico de receptores de
androgenos na AMe ndo altera o comportamento sexual de machos (McGINNIS et al., 1996),
mas a implantacao de estradiol na AMe de ratos e hamsters castrados ¢ eficiente para aumentar
a atividade copulatoria desses animais (RASIA-FILHO et al., 1991; WOOD; NEWMAN,

1995). Hamsters machos castrados e que receberam estradiol ou DHT na regido posterior da
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AMe demonstraram que o comportamento de monta daqueles que receberam DHT nao foi
diferente dos castrados e tratados com veiculo. Por outro lado, os machos que foram tratados
com estradiol apresentaram um aumento da atividade sexual copulatoria e ndo copulatéria em
relacdo aos demais grupos estudados. Esses resultados sugerem que a facilitacao da testosterona
no comportamento sexual modulado pela AMe posterior ¢ mediado pela aromatizagdo a
estradiol nesses animais (WOOD, 1996). Assim, os receptores para hormonios gonadais na
AMePD podem estar envolvidos na modulacio do comportamento sexual masculino e
contribuir para a plasticidade neuro-glial mediada por esses esterdides nesta regido (COOKE et

al., 2003).

E notavel que a maioria dos grupos celulares sexualmente dimorficos estejam localizados
em regides hipotalamicas e em outras regides do sistema limbico. Muitos desses nucleos sdo
amplamente interconectados e expressam uma grande quantidade de receptores para os
esteroides gonadais, o que sugere que tais areas cerebrais estejam envolvidas com fungdes
correlacionaveis e sob a influéncia de tais horménios (deVRIES; SIMERLY, 2002). E o caso da
AMe, e mais especificamente da AMePD, nosso “alvo” neste estudo, a qual ¢ uma é&rea
sexualmente dimorfica em ratos e que, juntamente com outras regides telencefalicas basais,
possui conexdes com regides hipotalamicas responsaveis pela modulagdo do comportamento
reprodutivo, como ¢ o caso da MPOA, do VMN, do AVPV e do nucleo pré-mamilar ventral

(VPM) (CANTERAS et al., 1995; PETROVICH et al., 2001; SIMERLY, 2004).

A AMe também possui uma variedade de transmissores quimicos e neuromoduladores.
Muitos neuropeptideos sdo encontrados nos neuronios da AMe: colecistoquinina (CCK),
substancia P, vasopressina, hormoénio liberador de corticotrofinas, angiotensina II,

somatostatina, neuropeptideo Y, ocitocina, peptideo intestinal vasoativo, opidides endogenos,
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neurotensina, galanina, hormonio liberador de gonadotrofinas e polipeptideo natriurético atrial
(FRANKFURT et al., 1985; MICEVYCH et al., 1988; MALSBURY; McKAY, 1989; De
VRIES, 1995; VEINANTE; FREUND-MERCIER, 1997; GLOOR, 1997; de OLMOS et al.,
2004). Muitos neuronios da AMe também expressam a enzima glutamato descarboxilase
(GAD), que ¢ responsavel por transformar o glutamato em 4cido gama-aminobutirico (GABA),

e o proprio GABA (SWANSON; PETROVICH, 1998).

Algumas diferencas podem ser observadas, no que diz respeito a quantidade e distribuigao
desses neurotransmissores entre hamster e ratos. Por exemplo, muitos neurdnios de hamsters
apresentam a enzima tirosina-hidroxilase, o que ndo ¢ observado em ratos (ASMUS et al.,
1992). Por outro lado, células nervosas contendo arginina-vasopressina sdao freqlientemente
encontradas em ratos mas ndo em hamster (MALSBURY; McKAY, 1994; NEWMAN, 1999).
E notavel também que existam diferengas em relacdo a distribuigcdo destes neurotransmissores
nos diferentes subnucleos da AMe. Substancia P, CCK e angiotensina II encontram-se
preferencialmente nos neuronios da AMePD (SIMERLY; SWANSON, 1987; SIMERLY et al.,
1989; LIND; GANTEN, 1990) enquanto neurdnios que contém o hormodnio liberador de
corticotrofina  sdo mais abundantes nos demais subnticleos (SWANSON et al., 1983;
SAKANAKA et al., 1986). Ja a vasopressina localiza-se principalmente na AMeAD (URBAN
et al, 1990), embora sua presenga também seja abundante na AMePD (NEWMAN, 1999). A
presenca de neuropeptideo Y ¢ aparentemente uniforme entre os subnucleos da amigdala

medial (McDONALD, 1989).

A AMePD apresenta diferenca no nimero de sinapses (NISHIZUKA; ARAI, 1981; 1983) e
de neurotransmissores entre os sexos. Por exemplo, machos possuem maior quantidade de

células imunorreativas a CCK e a substancia P (MALSBURY; McKAY, 1989; 1994;
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MICEVYCH et al., 1988) ¢ maior quantidade de neuronios expressando vasopressina (de
VRIES; Al SHAMMA, 1990; SZOT; DORSA, 1993) do que fémeas. Isto pode sugerir que o
processamento ¢ a transmissdo de informagdes a partir da AMePD possa também ser

sexualmente dimorfico (deVRIES; SIMERLY, 2002).

Nao ¢ surpreendente, portanto, que a AMePD desempenhe importante fung¢do na
modulagdo do comportamento sexual de ratos machos e fémeas e, aparentemente, nos eventos
neuroendocrinos que acompanham esse comportamento, uma vez que ¢ influenciada
diretamente por hormdnios esterodides gonadais, integra estimulos quimiossensoriais, olfativos e
de feromonios junto com aferéncias somatosensoriais dos o6rgaos genitais (WOOD; NEWMAN,

1995; NEWMAN, 2002).

1.4 ACAO DOS HORMONIOS GONADAIS NO SISTEMA NERVOSO

Os esteroides sexuais tém por condi¢do modificar a morfologia e as propriedades
fisiologicas dos neuronios do SNC (NISHIZUKA et al., 1981; NABEKURA et al., 1986:
MCcEWEN et al., 1991; LORENZO et al., 1992; NELSON, 1995; RASIA FILHO et al, 1999;
2004). Além de causar modificagdes na morfologia e bioquimica neural, esses hormdnios
modulam a fung¢do neuroendocrina, influenciam comportamentos reprodutivos € nao
reprodutivos (GOMEZ; NEWMAN, 1991; McEWEN et al., 1991; WOOD; NEWMAN, 1995;
LUCION et al., 1996) e ainda contribuem para o desenvolvimento do dimorfismo sexual
(MIZUKAMI et al., 1983; NISHIZUKA et al., 1983; HINES et al., 1992; PILGRIM;

REISERT, 1992; GUILLAMON; SEGOVIA, 1997; VINADER-CAEROLS et al., 2000).
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Como em outros tecidos-alvo, no SNC os esteroides gonadais atuam no genoma celular
promovendo alteracdes na expressdao génica e na sintese protéica. Para tal, esses hormonios
ligam-se a receptores localizados preferencialmente no nucleo celular, onde estabelecem
contato com um sitio de reconhecimento que faz aumentar a replicacdo do DNA, culminando
com o aumento da sintese protéica correspondente (MURDACH; GORSKI, 1991; TORAN-
ALLERAND, 1995; McEWEN, 1999). Além desses efeitos ditos génicos, esses hormdnios
podem causar efeitos nao-génicos, alterando o potencial de membrana e o metabolismo dos
neurotransmissores quimicos (McEWEN et al.,1991). Por exemplo, em ratos machos, a
castracdo levou a um aumento do periodo refratario dos neurdnios hipotalamicos (KENDRIC,
1983). Quando os efeitos ocorrem de segundos a minutos apos a colocagdo do hormoénio com a
célula alvo, a acdo ¢ dita ndo-gé€nica e quando o efeito demora varios minutos ou dias a acao €

considerada génica (McEWEN et al.,1991).

Classicamente, embora se admitam varias excegdes, tem sido descrito que os hormonios
gonadais atuam no SNC durante um periodo inicial “organizacional” para promover o
desenvolvimento de mudangas a longo prazo na estrutura, bioquimica e fisiologia de areas e
circuitos sexualmente dimorficos. Subseqiientemente, na fase adulta, esses esterdides
estimulam os circuitos ja desenvolvidos (GOMEZ; NEWMAN, 1991; RASIA-FILHO et al.,
1999). Podem-se tomar como exemplos destes efeitos a masculinizagdo da inervagdo, na
medula espinal, da musculatura bulbo-cavernosa, que nos ratos se da pelos receptores de
androgenos durante o periodo perinatal; e as agdes neurotroficas da testosterona e do estradiol
na AMePD por atuagdo em seus receptores especificos (GOMEZ; NEWMAN; 1991;

MALSBURY; McKAY, 1994; JOHANSEN et al., 2004; RASIA-FILHO et al., 2004).
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Os esterdides sexuais influenciam uma variedade de caracteristicas morfoldgicas, tais
como: numero de neurdnios, tamanho neuronal, morfologia dendritica (comprimento e
arborizagdo) e conexdes sinapticas em diferentes regides encefalicas de diferentes espécies.
Além de promoverem a maturagdo neuronal e o crescimento de neuritos, propiciam a
sinaptogénese e a formacao de circuitos neurais (NISHIZUKA; ARAI, 1981a; NISHIZUKA;
ARAI, 1982; TORAN-ALLERAND, 1984; ARNOLD; BREEDLOVE, 1985; ARNOLD;
JORDAN, 1988; FRANKFURT et al., 1990; GOULD et al., 1990, GOMEZ; NEWMAN, 1991;
WOOLEY; McEWEN, 1993). Por exemplo, a castracao de ratos machos foi capaz de provocar
uma diminuicdo na area do soma e no didmetro dos dendritos primarios de neuronios
localizados no nucleo da medula espinal lombar relacionado a musculatura bulbo-cavernosa

(ARNOLD; SASAKI, 1991).

Alteragdes na morfologia neuronal mediadas pela agdo dos hormonios gonadais foram
observadas nos neuronios da AMe, sendo que o tamanho deste ntcleo, o nimero de espinhos
dendriticos e a quantidade de receptores nicotinicos ¢ maior nos machos do que nas fémeas,
além de haver um maior nimero de sinapses diretamente sobre os ramos dendriticos € em seus
espinhos também nos machos (NISHIZUKA; ARAI, 1981 a, b, 1983; HINES et al., 1992;
RASIA-FILHO et al.,1999). Dentre os subnticleos da AMe, esta relatado que os hormonios
gonadais masculinos afetam a morfologia e a fun¢do neuro-glial da AMePD (NEWMAN, 1999;

RASIA-FILHO et al., 1999; 2002; LONSTEIN et al., 2000).

Um dos locais mais marcantes desta plasticidade neuronal dependente dos esterdides
sexuais sdo os dendritos e seus espinhos, os quais sdao estruturas criticas para a atividade
sinaptica (SHEPHERD,1996; NIMCHINSKY et al., 2002). Os dendritos possuem uma fungao

estrutural relacionada com a sele¢do e o estabelecimento de conexdes (SHEPHERD, 1999) e a
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arborizacdo dendritica desempenha um papel chave na integracdo de entradas e saidas
sindpticas com a atividade intrinsica do neuroénio (SHEPHERD, 1999; SEGAL; ANDERSON,
2000). Os dendritos apresentam forma e tamanhos variados e a diversidade da excitabilidade
dendritica aumenta com a sua variacdo morfoldgica e a distribuicdo de seus canais i0nicos.
Essas alteracdes podem ocorrer rapidamente ou a longo prazo, como por exemplo as
permanentes mudangas na fun¢do dendritica mediadas pela formacao e crescimento de espinhos

dendriticos (HAUSSER et al., 2000).

E neste sentido que o estudo dos espinhos dendriticos tem recebido cada vez mais atengéo
dada sua relevancia para a atividade celular e para sua correlacdo funcional com o aporte de
informacdes sinapticas aferentes. Os espinhos dendriticos sdo protusdes membranosas que
representam o local terminal de cerca de 90% das sinapses excitatorias do SNC e contém
receptores para neurotransmissores, varias organelas e um sistema de sinalizacdo essencial para
a fun¢do sinaptica relacionada com a plasticidade neuronal. De fato, em alguns estudos tém-se
demonstrado que um espinho pode representar um local de sinapse, pois geralmente esta
conectado com um tUnico axénio (SHEPHERD, 1996; 1999; KANDEL, 2000). Por dados de
microscopia eletronica os espinhos sdo referidos como especializagdes poOs-sinapticas
(BRADLEY et al., 1999; WOOLF et al., 1999). Podem, ainda, promover um isolamento
bioquimico para as sinapses, realizar sintese protéica local e apresentar um papel neuroprotetor
por graduar os niveis intracelulares de calcio no interior do neurénio (GUTHRIE et al., 1991;
KOCH; ZADOR, 1993; GOLD; BEAR, 1994; HARRIS; KATER, 1994; SEGAL, 1995,a; b;

SHEPHERD, 1996; KORKOTIAN; SEGAL, 1998).

A morfologia classica dos espinhos dendriticos consiste de uma cabega conectada a haste

dendritica por meio de um pequeno pescogo (NIMCHINSKY et al., 2002). Ha, porém,



32

variacdes morfoldgicas descritas na literatura e a nomenclatura mais utilizada divide os
espinhos em trés classes: espinhos do tipo “cogumelo”, que possuem uma cabeca grande
contrastando com um pescogo pequeno; espinhos finos, com uma cabeca pequena e um pescoco
estreito; e, espinhos arredondados € menos protusos, que ndo possuem uma clara diferenciagdo
entre a cabega e o pescogo (PETERS; KAISERMAN-ABRAMOF, 1970). Outros autores t€m
adicionado outra categoria a esta lista, o espinho com aspecto de filopodio, encontrado durante
o desenvolvimento (NIMCHINSKY et al., 2002). A distribui¢do, a densidade, a forma ¢ o
tamanho destes espinhos estdo diretamente relacionados a funcao da célula nervosa (WOOLF et

al., 1991).

Para estudo dos espinhos dendriticos e a agdo dos hormdnios sexuais no SNC,
experimentos prévios empregaram a técnica de Golgi. Esta técnica, que ¢ caracterizada pela
impregnacao do tecido nervoso pelo nitrato de prata, quando bem sucedida permite visualizar
corpo celular, axonio, dendritos e espinhos de aproximadamente 1 a 10% de todos neurdnios de
determinada regidao do SNC (RAMON Y CAJAL, 1909; VALVERDE, 1970; SCHEIBEL;
SCHEIBEL, 1978). O procedimento ¢ realizado colocando-se uma amostra de tecido nervoso
em uma solugdo de dicromato de potassio e nitrato de prata. Desta forma, por razdo
desconhecida e aleatoria, os neurdénios assumem uma cor parda ou preta contrastando com um
fundo amarelo-alaranjado, o que permite identificar sua morfologia (SCHEIBEL; SCHEIBEL,

1978).

Com base nisso, a técnica foi utilizada para demonstrar a mudanc¢a na quantidade de
espinhos dendriticos na formacdao hipocampal de ratas adultas, onde ha relativamente mais
estudos do que em machos (WOOLLEN; McEWEN, 1993). Por exemplo, em ratas adultas

estudadas ao longo do ciclo estral, a densidade de espinhos dendriticos foi diretamente
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proporcional a variagdo dos niveis hormonais: em pro-estro, quando os esteroides sexuais estao
elevados, houve aumento no numero de espinhos dendriticos; em estro, quando tais hormonios
estdo baixos, verificou-se diminui¢do no nimero de espinhos e, em niveis hormonais
intermediarios, durante a fase de diestro, o numero de espinhos dendriticos foi igualmente
intermediario. Essa variagdo na densidade dos espinhos dendriticos foi mais significativa na
regido CA1 que em outras regides do hipocampo (WOOLLEY et al., 1990). Ainda, a densidade
de espinhos dendriticos nos neuronios do VMN mostrou-se significativamente menor em ratas
ovariectomizadas quando comparadas as que foram ovariectomizadas e tratadas com estrégeno
somente, ou tratadas com estrogeno e progesterona ou, ainda, em ratas intactas (McEWEN et
al., 1990). Outro estudo com ratas ovariectomizadas mostrou que, apos receberem tratamento
com estradiol, ocorria um aumento de 48% na densidade dos espinhos dendriticos na regido
ventro-lateral do VMN (CALIZO; FLANAGAN-CATO; 2000). Estudo da densidade de
espinhos dendriticos nos subnucleos da AMe durante as diferentes fases do ciclo estral de ratas
verificou que ha variagdo na densidade desses espinhos na AMeAD, na AMePV e na AMePD.
Na fase de diestro, e ocorrendo de forma mais acentuada na AMePD, hd maior niimero de
espinhos dendriticos, o que sugere também uma plasticidade neural induzida pelos esteroides
sexuais na morfologia e fisiologia do AMe, embora em situacdo oposta a descrita no
hipocampo e no hipotalamo. E interessante notar que os machos apresentaram maior densidade
de espinhos dendriticos nas trés subregides da AMe quando comparados as fémeas ao longo do

ciclo estral (RASIA-FILHO et al., 2004).

Ja em hamsters machos a gonadectomia resultou na diminui¢ao da area do soma neuronal,
da arborizacao dendritica, do percentual de dendritos terciarios, do comprimento dos dendritos

terminais ¢ da densidade de espinhos dendriticos em neuronios da AMe quando comparados a
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grupo controle (GOMEZ; NEWMAN, 1991). Em ratos machos adultos demonstrou-se que a
testosterona mantém a estrutura da AMe e organiza seu desenvolvimento pods-natal
(MALSBURY; McKAY, 1994). Por outro lado, de forma interessante, ratos machos castrados
em idade adulta e implantados com capsula subcutidnea contendo testosterona por dois meses,
para gerar niveis plasmaticos fisiologicos deste hormonio, apresentaram uma redugdo
significativa no comprimento, volume e numero de ramos terminais dendriticos de neuronios do
nucleo arqueado hipotalamico em comparacao ao seu grupo controle, castrados e com céapsula
sem hormoénio. A densidade de espinhos dendriticos ndo apresentou diferenca significativa

entre os grupos estudados (DANZER et al., 2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Com base na revisado realizada até aqui, onde a AMePD ¢ tida como uma regido encefalica
envolvida na modulacdo do comportamento sexual masculino e, que esta modulacao se da em
grande parte pelas alteracdes na morfologia neuronal mediadas pela agdo dos esterdides

gonadais, surgiram as questoes que motivaram este trabalho:

- Como a AMePDI est4 envolvida com a ejaculagdo enquanto a AMePDm esté relacionada
com a intromissao peniana durante a relacao sexual em ratos, poder-se-ia elaborar a hipotese de
que uma distinta densidade de espinhos dendriticos poderia ser encontrada em cada uma dessas
subregides, dando a base para atividades sindpticas diferentes elaborarem comportamentos

também diferentes.

- Ainda nao estd relatado o que ocorre com a densidade dos espinhos dendriticos na
AMePD apos a retirada dos hormdnios gonadais em machos. Sabe-se que ha diferenca entre
machos e fémeas neste parametro, mas ndo ha dados na literatura sobre os efeitos da
orquiectomia, a curto ou a longo prazo na densidade de espinhos dendriticos da AMePD de
machos. Considerando-se o fato da AMe ser um local sexualmente dimoérfico, a AMePD ter
grande quantidade de receptores para hormoénios gonadais e esses hormonios estarem
implicados com plasticidade neural ¢ agdo neurotrdfica, tanto no periodo “organizacional”
como na idade adulta, esperar-se-ia que a castracdo promovesse uma diminui¢ao na densidade

dos espinhos dendriticos. Com isso poder-se-ia, também, comprovar se a castracao feita em
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idade adulta ¢ capaz de modificar a densidade de espinhos dendriticos na AMePD com pouco

tempo (8 dias) ou apds maior prazo (90 dias) depois da retirada cirtirgica dos testiculos.

2.2 Especificos

1) Estudar a densidade de espinhos dendriticos de ratos machos adultos intactos nas porg¢des

medial e lateral da AMePD, utilizando o protocolo de Golgi.

2) Avaliar a densidade dos espinhos dendriticos na AMePD de ratos machos castrados em
idade adulta, e estudados, um grupo 8 dias apos a gonadectomia e, outro grupo 90 dias apos tal

procedimento, utilizando o mesmo procedimento histolégico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (entre 3 e 5 meses de idade) procedentes do
Biotério do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. Os animais permaneceram em grupos de no maximo 5 ratos por caixa, com livre acesso a
alimentacdo e a dgua. A temperatura foi mantida em aproximadamente 22°C, em ciclo
claro/escuro de 12 horas cada.

Como regra, procurou-se minimizar o nimero de animais estudados e seu sofrimento. Para
isso todos os animais foram manipulados de acordo com as leis internacionais de cuidado e ética
com animais em laboratorio (Diretriz do Conselho da Comunidade Européia de 24 de novembro
de 1986, 86/609/EEC) e pelas normas brasileiras de ética para experimentagao animal. Dadas as
dificuldades técnicas do método empregado, de N = 60 animais obtivemos 30 ratos divididos

nos grupos experimentais descritos abaixo.

3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Para este estudo, os ratos foram divididos em 5 grupos experimentais (com n = 6 em cada
grupo): 1) machos adulto intactos; 2) machos submetidos a castragao ficticia realizada quando
adultos e estudados 8 dias ap6s a cirurgia (CASTR FICT 8d); 3) machos castrados em idade

adulta e estudados 8 dias apos a cirurgia (CASTR 8d); 4) machos submetidos a castragdo
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ficticia em idade adulta e estudados 90 dias apos a cirurgia (CASTR FICT 90d) e 5) machos
castrados quando adultos e estudados 90 dias apos a gonadectomia (CASTR 90d).

Para a orquiectomia, os ratos foram anestesiados por via intra-peritonial (i.p) com cetamina
(90 mg/Kg; Konig, Argentina), e xilasina (10 mg/Kg; Vallée, Brasil), e operados por via
transescrotal. Com o animal em decubito dorsal, foi realizada uma incisdo transversal Unica de
cerca de 2 cm na bolsa escrotal. Apos isso, através de um corte tinico que interessava diversos
planos, obtinha-se a extrusdo dos testiculos. Nos ramos vasculares para a gonada e no ducto
deferente foram atados nds para so entdo ser feita a gonadectomia. Posteriormente, suturavam-
se, com fio cirtrgico os planos mais profundos e por fim a pele do escroto (RASIA-FILHO;
LUCION, 1996). Apos a castracdo os animais retornaram ao biotério, onde permaneceram até o

momento da realizacdo da técnica de Golgi.

Todos os ratos dos grupos controle submetidos & gonadectomia ficticia foram submetidos
ao mesmo procedimento cirargico feito nos ratos castrados, porém seus testiculos ndo foram
removidos. Esses ratos foram estudados na mesma ¢época pos-operatoria dos ratos

gonadectomizados.

3.3 PROCEDIMENTO HISTOLOGICO

A técnica de Golgi foi realizada de acordo com Gabbott ¢ Somogyi (1984). Para realizacao
desta técnica os ratos foram anestesiados com tiopental sddico por via i.p. (50 mg/Kg; Cristalia,
Brasil ). A seguir receberam 1000 UI de heparina e foram perfundidos por via transcardiaca com
paraformaldeido (Reagen, Brasil) a 4% e éacido picrico a 1,5% diluidos em tampao fosfato 0,1

M e pH = 7,4. A perfusao do encéfalo do rato foi feita utilizando-se uma bomba peristalaltica e,
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apos esta, os encéfalos foram retirados e pos-fixados na mesma solugdo fixadora por 24 horas.
Posteriormente, foram seccionados em vibratomo (Leica, Alemanha), obtidos cortes coronais de
200 pm de espessura, utilizando-se como referencial anatomico o atlas das coordenadas
estereotaxicas do encéfalo do rato elaborado por Paxinos e Watson (1998). Os cortes foram
imersos em solu¢do de dicromato de potéssio a 3% (Merck, Alemanha), dissolvido em agua
bidestilada e sem ions, por 24 horas e ao abrigo da luz. Apds, as secgdes foram lavadas em agua
destilada, colocadas entre laminulas e submersas em nitrato de prata a 1,5% (Merck,
Alemanha), também dissolvido em 4gua bidestilada e sem ions, resguardados da luz por no
minimo 48 horas. Os cortes foram, entdo, lavados em agua destilada, desidratados em diluigdes
crescentes de alcool, clareados em xilol, montados em laminas histologicas e cobertos com
balsamo do Canadé e laminula. Todos os grupos experimentais foram submetidos as mesmas

condig¢des de execugdao metodoldgica acima descritas.

3.4 AQUISICAO DOS DADOS

3.4.1 Localizacdo da AMePD e selecdo dos neur6nios para os desenhos dos espinhos

dendriticos

Para a realizagdo dos desenhos dos espinhos dendriticos foram selecionados os cortes
histologicos contendo a AMePD que apresentavam aproximadamente o mesmo tamanho,
enquanto aqueles que se apresentavam anormalmente retraidos apds o procedimento histologico
foram descartados. Devido ao fato do numero de neurdnios impregnados pela prata variar de
uma sec¢do para outra, ambos os lados da AMePD foram utilizados no presente estudo. A

localizagao precisa da AMePD foi baseada nas descricoes de Alheid e colaboradores
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(1995) e Canteras e colaboradores (1995). Além disso, as sec¢des contendo a AMePD foram
projetadas, com auxilio de uma camara clara acoplada a microscopio 6ptico (Olympus BX41,
Japao), em desenhos esquematicos de sec¢des coronais do encéfalo do rato (PAXINOS;
WATSON, 1998). Tal subregiao foi estudada a uma distancia entre 3,14 ¢ 3,30 mm posterior a
sutura bregmatica, o que corresponde as figuras 32 e 33 do atlas utilizado (PAXINOS;

WATSON, 1998), e que restringe bastante o nimero de cortes que podem ser utilizados.

Para serem selecionados para posterior estudo, os neurdnios da AMePD deveriam obedecer
os seguintes critérios de aceitagdo: a) ter seu soma neuronal localizado invariavelmente dentro
da AMePD (e dentro das subdivisdes medial e lateral) mas relativamente distante de suas
bordas, como precaugdo para nao coletar dados fora da area desejada; b) possuir soma neuronal
visivel e ter, no minimo, segmentos dendriticos iniciais muito bem impregnados; c) ter bordas
bem definidas e espinhos dendriticos claramente distingiiiveis em relagdo ao fundo; e d) estar
relativamente isolado dos demais neurdnios impregnados para evitar um “emaranhado” de

dendritos que poderia confundir a coleta de dados.

3.4.2 Desenho dos espinhos dendriticos

Apb6s a localizagdo da AMePD e a selecdo dos neurdnios, foram desenhados os espinhos
que estavam nos primeiros 40 um dendriticos do soma neuronal em aumento de 1000 X. Foram
selecionados os primeiros 40 pm dendriticos para o desenho dos espinhos porque esses se
mostraram representativos da densidade ao longo do restante do comprimento dendritico até

cerca de 160 um de distancia do soma na AMe posterior de ratas (RASIA-FILHO et al., 2004).
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Cada grupo experimental foi composto por 6 ratos. E, inicialmente, foram desenhados 8 ramos
dendriticos distintos, um por neuronio, da porcao lateral e mais 8 ramos da por¢ao medial da
AMePD, de cada animal do grupo de ratos intactos, totalizando 48 ramos por area estudada
neste grupo. A seguir, nos grupos experimentais CASTR FICT 8d, CASTR 8d, CASTR FICT
90d e CASTR 90d foram desenhados 8 ramos dendriticos distintos de cada rato, novamente um

dendrito por neurdnio diferente, com um total de 48 ramos por grupo experimental.

3.4.3 Célculo da densidade dos espinhos dendriticos

Os desenhos dos dendritos com seus respectivos espinhos foram digitalizados usando-se um
“scanner” e tiveram seus comprimentos mensurados por um sistema de analise de imagem
(Image Pro Plus 4.1, Media Cybernetics, EUA). A densidade de espinhos dendriticos foi
definida como o nimero total de espinhos desenhados dividido pela unidade de comprimento do

segmento dendritico estudado (WOLLEY; McEWEN, 1993; RASIA-FILHO et al., 1999).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Por se enquadrarem nos requisitos para aplicagdo de testes paramétricos, os dados da
densidade dos espinhos dendriticos dos neurénios localizados nas regides medial e lateral da
AMePD foram comparados pelo teste ‘t” de Student (bilateral) e para dados pareados, uma vez
que de cada rato obtiveram-se dados para as duas colunas deste subnucleo.

Os dados da densidade de espinhos dendriticos da AMePD dos ratos CASTR 8d e dos ratos
CASTR 90d, juntamente com seus respectivos grupos controles, foram comparados entre si

utilizando-se o teste da andlise da variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste post



42

de Bonferroni (ZAR, 2005). Em ambos casos o nivel de significancia foi estabelecido em P <

0,05.
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4 RESULTADOS

DENSIDADE DE ESPINHOS DENDRITICOS NA AMePD MEDIAL E LATERAL DE

RATOS INTACTOS

O primeiro objetivo deste trabalho foi determinar se ha diferenga na densidade de espinhos
dendriticos nas subregides medial e lateral da AMePD, as quais diferem hodologicamente e
funcionalmente em ratos. Fotomicrografias representativas de neur6nios com seus espinhos
dendriticos nas subregides medial e lateral podem ser observadas nas Figuras 3A e 3B,
respectivamente, ¢ desenhos dos espinhos nos 40 pum dendriticos de tais grupos estdo
representados nas Figuras 4A e 4B. Conforme se observa na Figura 5, pela andlise estatistica
empregada ndo ha diferenga estatisticamente significativa na densidade de espinhos dendriticos
em neurdnios localizados nas subregides medial e lateral da AMePD quando comparadas entre

si (P =0,55).

DENSIDADE DE ESPINHOS DENDRITICOS NA AMePD DE RATOS CASTRADOS

Como as subregides medial e lateral ndo diferiram entre si em relagdo a densidade de
espinhos dendriticos, pelo menos no que tange a amostra estudada, investigou-se o efeito da
castragdo, a curto prazo e a longo prazo, sobre a densidade dos espinhos dendriticos da AMePD
como um todo, sem separagdo entre as subregides. Fotomicrografias e desenhos dos espinhos
nos 40 um dendriticos representativos dos grupos CASTR FICT 8d e CASTR 8d sdo

apresentadas nas Figuras 6A e 6B e 7A e 7B, respectivamente. Por sua vez, as Figuras 8A ¢ 8B
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e, 9A e 9B correspondem aos espinhos dendriticos de neuronios da AMePD dos grupos CASTR

FICT 90d e CASTR 90d, respectivamente.

Conforme se pode observar na Figura 10, ha uma diferenga estatisticamente significante nos
valores da densidade dos espinhos dendriticos entre os grupos estudados [F(3,191) = 83,778; P
< 0,01]. O teste post-hoc permitiu detectar que o grupo CASTR FICT 90d tem maior densidade
de espinhos dendriticos na AMePD em comparagdo aos grupos CASTR FICT 8d, CASTR 8d, e
CASTR 90d, (P < 0,01 em todos os casos). Ja, o grupo CASTR 90d possui menor densidade de
espinhos dendriticos quando comparados aos grupos CASTR 8d e CASTR FICT 8d (P <0, 01),
mas os grupos CASTR FICT 8d e CASTR 8d ndo diferem entre si em relagdo a densidade de

espinhos dendriticos na AMePD (P > 0,05).



Figura 3— Fotomicrografias de neurdnios da amigdala medial pdstero-dorsal (AMePD) de rato macho intacto,
impregnados pela técnica de Golgi. Em A observa-se neurdnio do tipo bipenachado localizado na
AMePD medial e, em B, neurdnio estrelado localizado na AMePD lateral. Notar que em ambas
fotomicrografias, embora em menor aumento, ja & possivel observar a presenca de espinhos den-
driticos. As setas nas figuras apontam espinhos dendriticos pleomorficos. S = soma neuronal. Bar-
ra=10 pm.
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Figura 4 — Desenhos dos espinhos presentes nos primeiros 40pum dendriticos nos neurdnios da amigdala
medial pdstero-dorsal (AMePD) de ratos intactos impregnados pela técnica de Golgi. Em A
observam- se os espinhos dendriticos de neurdnios dos tipos estrelado e bipenachado da regido
medial da AMePD e, em B, os espinhos dendriticos de neurénios bipenachado e estrelado da
regido lateral da AMePD. Notar a quantidade de espinho aparentemente idéntica entre os neu-

ronios das subregides estudadas. A morfologia dos espinhos dendriticos pode ndo ser idéntica
a real por razdes técnicas. S =soma neuronal. Barra =10 pum.
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Figura 5 — Densidade de espinhos dendriticos (média + epm) das regides medial e lateral da amigdala medial
postero-dorsal de ratos adultos e intactos. Nao ha diferenca estatisticamente significante entre os
grupos (P = 0,55).
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Figura 6 - Fotomicrografias de neuronios da amigdala medial postero-dorsal de ratos machos adultos impreg-
nados pelo método de Golgi. Em A observa-se neurdnio do tipo estrelado de rato submetido a cas-
tragdo ficticia de curta duracéo (8 dias) e, em B, neurénio estrelado de rato submetido a orquiecto-
mia e estudado 8 dias apos a cirurgia. Observar que ambos neurdnios apresentam espinhos dendri-
ticos pleomorficos e que a densidade de seus espinhos parece ser proxima quando comparada en-
tre si. S = soma neuronal. Barra =10 pm.
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Figura 7 — Desenho dos espinhos dendriticos dos neurénios da amigdala medial postero-dorsal de ratos
adultos impregnados pela técnica de Golgi. Em A, observam-se desenhos de espinhos de neu-
ronios do tipo bipenachado e estrelado, respectivamente, de ratos submetidos a castragdo ficti-
cia e estudados 8 dias apos a cirurgia, e em B, de neurdnios estrelado e bipenachado de ratos
orquiectomizados e estudados 8 dias apds o procedimento. Observar que em ambos grupos
ha similar densidade de espinhos dendriticos entre os neurénios. A morfologia dos espinhos

dendriticos pode nao ser idéntica a real por razdes técnicas. S = soma neuronal. Barra =10 pum.
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Figura 8 — Fotomicrografias de neur6nios da amigdala medial postero-dorsal de ratos machos adultos im-
pregnados pela técnica de Golgi. Em A observa-se neurdnio bipenachado de rato submetido a
castracdo ficticia de 90 dias, e verifica-se uma maior quantidade de espinhos no segmento den-
dritico inicial. Em B, que corresponde a um neurdnio estrelado de rato castrado e studado 90

dias apds o procedimento cirtrgico, observa-se menor quantidade de espinhos dendriticos. S =
soma neuronal. Barra = 10 pum.
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Figura 9 — Desenhos dos espinhos nos primeiros 40 um dendriticos de neurdnios da amigdala medial pos-
tero-dorsal de ratos adultos impregnados pela técnica de Golgi. Em A, espinhos dendriticos de
neurdnios de rato submetido a castracdo ficticia de longa duragio e, em B, espinhos dendriticos
de rato castrado e estudados 90 dias apds a gonadectomia. Observar a diferenca na quantidade
de espinhos dendriticos entre os desenhos, onde uma menor quantidade é verificada apds a cas-
tragdo de longa duragdo em relacdo ao procedimento ficticio. A morfologia dos espinhos dendri-
ticos pode ndo ser idéntica a real por razdes técnicas. S = soma neuronal. Barra =10 pm.
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de espinhos / um dendritico
[\S]

s

numero

CASTR FICT 8d CASTR 8d CASTR FICT 90d CASTR 90d

Figura 10 — Densidade de espinhos dendriticos (média + epm) de neurdnios da amigdala medial postero-
dorsal de ratos adultos castrados de forma ficticia (como controles) ou orquiectomizados e es-
tudados a curto (8 dias) ou longo prazo (90 dias) apoés a cirurgia. Diferenca significativa foi en-
contrada na densidade de espinhos dendriticos: * =P <0,01 quando comparado aos demais
grupos experimentais.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo revelou que ndo ha diferenca significativa na densidade de espinhos
dendriticos localizados nos neurdnios das subregidoes medial e lateral da AMePD de ratos
intactos. Também identificou-se que a castracdo age diferentemente na densidade dos espinhos
dendriticos da AMePD quando decorridos curto ou longo prazo da sua ocorréncia. Os ratos dos
grupos CASTR 8d e CASTR FICT 8d nao diferem entre si quanto a densidade de espinhos
dendriticos embora ambos apresentem menor densidade de espinhos em relagdo aos ratos
CASTR FICT 90d. Estes, por sua vez, apresentam a maior densidade dentre todos os grupos
estudados e, a menor densidade de espinhos dendriticos foi encontrada no grupo de ratos
CASTR 90d. E importante ressaltar que ndo ha dados disponiveis na literatura a respeito da
relacdo entre os neuronios da AMePD, sua morfologia e fungdo, e espinhos dendriticos em ratos
intactos e orquiectomizados. Se existissem, seriam relevantes para fornecer comparagdes e
auxiliar no entendimento de como os espinhos nos neurdnios da AMePD de ratos poderiam
estar agindo sob agdo androgénica e por modulacdo sindptica na génese do comportamento
sexual desses animais. H4 somente os relatos de Gomez e Newman (1991) e Malsbury e McKay
(1994) sobre o efeito da castragdo na morfologia neuronal da AMe de hamsters e na expressao
de substancia P em ratos castrados, respectivamente. Este trabalho representa, portanto, um
passo inicial para o estudo dos espinhos dendriticos na AMePD de ratos intactos e castrados. A
seguir, baseado nos presentes dados originais, procurar-se-a4 encontrar correlagdes entre tais
achados, morfologia e fungdao da AMePD de ratos.

Neste sentido, utilizou-se uma variante da técnica de Golgi (GABBOT; SMOGY]I, 1984)

que ¢ amplamente empregada para revelar a morfologia neuronal (RAMON Y CAJAL, 1909) e
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procurar relaciona-la com fun¢do (ROCHA et al., 2003; CHKLOVSKII, 2004). Este método
tem se mostrado eficiente para o estudo da morfologia neuronal de machos e fémeas normais ou
submetidos aos mais diversos procedimentos experimentais (GREENOUGH et al., 1977,
GOMEZ; NEWMAN, 1991; McEWEN et al., 1991; RASIA-FILHO et al., 1999; 2004). E faz
com que se observem neurdnios impregnados pela prata de forma aparentemente aleatoria, o
que pode variar de experimento para experimento mesmo tendo-se o cuidado de realizar sempre
0 mesmo protocolo técnico. No presente estudo procurou-se estabelecer critérios rigidos para
aceitagdao e estudo de neurdnios e seus espinhos dendriticos, os quais, indiretamente, embora
com algumas restricdes, podem indicar o numero de sinapses que estdo ocorrendo em um
neurdnio (NARKIEWICZ et al., 1974; WOOLEY et al., 1996). E inerente a técnica que nio se
observem todos os espinhos que realmente existem, mas todos 0s grupos experimentais
estiveram submetidos as mesmas condigdes de avaliagdo da densidade de espinhos dendriticos.
As subregioes medial e lateral da AMePD processam diferentes informagdes para a
execucdo de atividades sexuais distintas, e para tal, essas areas também estdo envolvidas com
circuitos neurais diferentes (COOLEN et al., 1997). De fato, a AMePD, embora ndo seja
elemento crucial, ¢ um dos componentes do sistema neural que estd envolvido na regulagao do
comportamento sexual masculino, especialmente na ocorréncia da ejaculagdo e na saciedade
sexual (BAUM et al., 1992; SMOCK et al., 1992; COOLEN et al., 1997, KONDO, 1998;
STARK et al., 1998; PARTIFF; NEWMAN, 1998). Apds inje¢do sistémica de 8-OH-DPAT,
agonista dos receptores 1A da serotonina e conhecido por sua eficiéncia na facilitacdo da
ocorréncia da ejaculagio (AHLENIUS et al, 1981; FERNANDEZ-GUASTI, 1991), foi
encontrada imunorreatividade para c-fos na AMePD lateral e em outras regides encefélicas
interconectadas que podem estar compondo um circuito especifico para a génese deste

comportamento em ratos (COOLEN et al., 1997). Partindo-se deste dado prévio relevante, as
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subregioes medial e lateral da AMePD poderiam ter neurdnios com densidade de espinhos
dendriticos igualmente diferentes. No presente trabalho, porém, nao foi encontrada diferenca
nesse parametro e nessas areas estudadas. Ainda ndo esta claro, no entanto, se os espinhos sdo
necessarios para possibilitar que cada subregido contribua para um aspecto especifico do
comportamento sexual masculino, se passam a ter um numero diferente somente apds a
ocorréncia de certos parametros do comportamento reprodutivo masculino ou qual ¢ a natureza
neuroquimica das aferéncias que estdo sendo processadas por eles (GLOOR, 1997; NEWMAN,
2002; STEFANOVA, 2000; de OLMOS et al., 2004, SIMERLY, 2004). Como hipdtese
plausivel também pode ser que o nimero de espinhos no segmento dendritico inicial ndo seja
demonstrativo do local para a diferenca funcional entre as regides medial e lateral da AMePD.
Isto seria muito intrigante por si s6, uma vez que evidente dimorfismo sexual e agdo dos
hormoénios gonadais em fémeas pdde ser encontrado justamente neste comprimento do
segmento dendritico (RASIA-FILHO et al., 2004).

A plasticidade nervosa na AMePD pode ser complexa e ha dados para pressupor isto. Por
exemplo, lesdao na AMe produz respostas comportamentais diferentes em ratos machos virgens
ou naqueles sexualmente experientes. Machos sexualmente inexperientes com lesdo ampla na
AMe apresentaram uma supressao evidente no comportamento de cépula (KONDO, 1992)
enquanto machos sexualmente experientes com lesdo na regido posterior da AMe prosseguiram
com a atividade de copula, embora em menor propor¢ao (KONDO, 1998). Ainda, a estimulagao
elétrica da AMePD e da AMePV facilitou o comportamento sexual de ratos machos quando
colocados frente a fémeas que ndo estavam em estro, mas suprimiu esse comportamento quando
ele normalmente deveria ocorrer, ou seja, na presenca de fémeas receptivas na fase de estro
(STARK et al., 1998). Esses achados sugerem que a modulagdo da AMe no comportamento

sexual masculino envolve o processamento de informagdes adicionais sobre o contexto social do
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encontro sexual ¢ a experiéncia do animal (STARK et al., 1998; DOMINGUEZ et al., 2001).
Tais dados podem ser relevantes para o entendimento da AMePD dentro de uma rede neural
dindmica envolvida com a génese ¢ a modulacdo de comportamentos sociais observados
normalmente e adaptativamente no animal, de acordo com a demanda de cada momento de
vida (NEWMAN, 1999; 2002; RASIA-FILHO et al., 2004; SIMERLY; 2004).

Neste contexto, os esterdides gonadais masculinos parecem afetar a morfologia dos
neuronios da AMePD, como se observa pelos efeitos da castragdo a curto e a longo prazo na
densidade dos espinhos dendriticos neste subnucleo. Era a hipdtese inicial de trabalho que,
como a AMePD possui grande quantidade de receptores para hormonios sexuais (SIMERLY et
al., 1990; YOKOSUKA et al.,, 1997, SHUGHRUE et al., 1997) e tais hormonios estao
francamente envolvidos com a plasticidade sinaptica (GOMEZ; NEWMAN, 1991; RASIA-
FILHO et al., 1999; 2004), a castracdo de ratos machos teria a capacidade de alterar a densidade
dos espinhos dendriticos na AMePD tanto a curto como a longo prazo. Os resultados deste
trabalho, porém, apontaram que a orquiectomia de ratos adultos realizada a curto prazo (8 dias)
nao teve a capacidade de alterar a densidade dos espinhos dendriticos nos neuronios da AMePD,
uma vez que essa densidade ndo foi diferente daquela encontrada no grupo controle, castrados
de modo ficticio, e analisados no mesmo periodo apds a cirurgia. Essa densidade similar pode
estar relacionada com outros fatores que nao os envolvidos aos hormodnios sexuais propriamente
ditos como, por exemplo, com os efeitos inespecificos relacionados com a anestesia, com a
cirurgia e com o estresse relacionado a esses eventos.

Diferentes experimentos realizados em ratos apontaram a AMe como uma das regides
envolvidas nos efeitos neurais do estresse. A ativacdo do eixo HPA ¢ uma das caracteristicas
mais marcantes das respostas neuroendocrinas a eventos que sejam considerados estressores

(AGUILERA, 1998; SAPOLSKY, 1999). Embora a maioria dos estudos que avaliaram a
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importancia da amigdala na ativagdo deste eixo apontem a ACe como referéncia para tal
(BEAULIEU et al., 1986, 1987; ROOZENDAAL et al., 1991; 1992; VAN de KAR et al., 1991;
PREWITT; HERMAN, 1994), a AMe mostra-se igualmente importante nas atividades mediadas
pelo hipotalamo durante uma resposta emocional (MIYATA et al., 1995). De fato, o estresse
emocional ¢ capaz de gerar uma maior expressdao de c-fos na AMe do que em qualquer outro
subnucleo da amigdala (ARNOLD et al., 1992; PEZZONE et al., 1992; CHEN; HERBERT,
1995; CULLINAN et al., 1995; CAMPEAU; WATSON, 1997; BHATNAGAR; DALLMAN,
1998; LI; SAWCHENKO, 1998). Por exemplo, imobilizagdo por um periodo de 15 minutos,
utilizada como estressor emocional em ratos adultos, promoveu maior expressao de c-fos na
AMe comparativamente 8 ACe (DAYAS et al., 1999). A noradrenalina parece mediar a agdo da
AMe na ativagdo do eixo HPA em resposta ao estresse agudo de imobilizagdo (MA et al.,
2005). Eferéncias partem da AMe em dire¢dao ao nucleo paraventricular hipotaldmico, onde
localizam-se as células que contém o hormoénio liberador de corticotrofinas (SILVERMAN et
al., 1981; TRIBOLLET; DREIFUSS, 1981; SWANSON; SAWCHENKO 1983), evidenciando
entdo a participagdo da AMe nos eventos envolvidos ao estresse. Além de ativar o eixo HPA em
ratos, a AMe parece reger respostas de liberacao de ocitocina na presenca de estresse emocional
(McGAUGH et al., 1992; DAYAS et al., 1999). Isto sugere que, pelo menos para eventos
estressores incondicionados, a AMe representa uma regido critica para a geracao das respostas
neuronddcrinas do animal (DAYAS et al., 1999). E, embora todos esse estudos ndo tenham
dividido a AMe por subregides, os presentes achados levam a pensar que a AMePD pode ter
participacao nas respostas ao estresse do procedimento anestésico e cirtirgico empregado.
Outros estudos tém investigado a a¢do dos hormonios relacionados com o estresse sobre a
morfologia neuronal em diferentes areas do SNC de ratos. Por exemplo, nos neuronios da area

CA3 do hipocampo, a exposi¢do cronica a tais hormonios causou uma atrofia nos dendritos
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apicais (YOSHIFUMI et al., 1992) e aumentou a densidade de espinhos dendriticos, o que se
supde seja um mecanismo compensatorio para a diminui¢ao da superficie dendritica de contato
sinaptico (SUNANDA et al., 1995). Por outro lado, o0 mesmo estresse cronico que causou
atrofia dendritica nas células da CA3 do hipocampo, promoveu um aumento da arborizagao
dendritica nos neurénios da ABL (VYAS et al., 2001; 2002), mostrando que o mesmo agente
estressor pode causar alteracdes morfologicas opostas de acordo com o “alvo” de seus
hormonios. Infelizmente pouco se sabe até o momento a respeito dos efeitos do estresse na
densidade de espinhos dendriticos na AMePD. Em recente experimento que avaliou o efeito do
estresse agudo de imobilizagdo em ratos a curto prazo, isto €, por 6 horas € em um tUnico dia, tal
procedimento foi capaz de diminuir a densidade dos espinhos dendriticos nos neurdnios da
AMePD (MARCUZZO, comunicagdo pessoal). Estes dados reforcam a idéia de que a
manipulacdo para a cirurgia nos grupos CASTR 8d e CASTR FICT 8d pode ter agido como
estressor e causado uma diminuigdo dos espinhos dendriticos em ambos os grupos
experimentais promovendo uma diminui¢do idéntica na densidade de espinhos conforme
demonstrado.

Desta forma, fazendo-se uma relacdo entre diferentes tipos de eventos estressores e os
resultados dos grupos CASTR 8d e CASTR FICT 8d pode-se pensar que a manipulacdo
experimental em ambos os grupos pode ter servido como um evento estressor emocional
incondicionado. E considerando-se o fato da AMe estar envolvida com as respostas do estresse
e que a AMePD também possui receptores para glicocorticosterdoides (MORIMOTO, 1996),
poder-se-ia supor que as densidades similares de espinhos dendriticos encontradas nos
neurdnios dos grupos de ratos CAST 8d e CAST FICT 8d poderia ter relagdo direta com o
estresse que os animais estiveram submetidos. Claramente, no grupo CASTR 8d os niveis de

testosterona e seus metabolitos em circulagdo estdo significativamente reduzidos neste periodo
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pos-cirargico (TEPPERMAN; TEPPERMAN, 1987), mas ndo no grupo CASTR FICT 8d. Por
outro lado, este efeito observado aos 8 dias pds-operatdrios ndo se repercute a longo prazo. A
mesma manipulagdo anestésica e cirurgica foi aplicada no grupo CASTR FICT 90d, mas a
densidade de espinhos dendriticos observadas nos neurdnios da AMePD de ratos CASTR FICT
90d se equivale aquela encontrada nos ratos intactos. Poder-se-ia sugerir que isso se deu, pelo
menos em parte, pela recuperagdo, a longo prazo, dos efeitos iniciais estressantes. Ja,
nitidamente, os ratos do grupo CASTR 90d, apresentaram uma reducdo significativa na
densidade de seus espinhos na AMePD em comparagdo aos demais grupos experimentais.

A acdo da testosterona na morfologia neuronal tem sido estudada em diferentes regides
encefalicas envolvidas com o comportamento sexual, e em experimentos realizados em ratos e
hamsters intactos ou gonadectomizados (GOMEZ; NEWMAN, 1991; SASAKI, ARNOLD;
1991; RASIA-FILHO at al., 1999). Por exemplo, no nucleo arqueado do hipotalamo, ratos
gonadectomizados em idade adulta apresentaram um aumento no comprimento, no volume e no
nimero de terminagdes dendriticas, além de aumento na densidade de espinhos dendriticos
quando comparados a ratos intactos controle (DANZER, et al., 1998). A reposi¢do hormonal
com testosterona para atingir niveis fisiolégicos foi eficiente para evitar as alteracdes na
morfologia dos neur6nios deste nucleo hipotalamico (DANZER et al., 2001). Também em ratos
castrados em idade adulta ocorre diminuicdo significativa na area do soma neuronal e no
comprimento dendritico nos motoneurdnios da medula espinal lombar, outra 4rea sexualmente
dimorfica sensivel a acdo dos hormoénios sexuais e relacionadas com a musculatura
bulbocavernosa de machos (SASAKI; ARNOLD; 1991). Neste local, a retirada dos hormonios
gonadais masculinos acarreta prejuizo no funcionamento das sinapses quimicas e elétricas
destes motoneurdnios, o que pode ser revertido por tratamento substitutivo com androgénio

(MATSUMOTO et al., 1997). Na AMePD, a orquiectomia produziu uma significativa
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diminuicdo na area de densidade de células imunorreativas a substancia P (SP-ir), o que ficou
mais acentuado com o avango do tempo poés-castracdo. Além disso, nos ratos estudados 8
semanas apos a castracdo houve diminui¢do de 42% na area preenchida por células SP-ir na
AMePD, em relagdo ao observado nos ratos submetidos a castragao ficticia, ¢ uma redugdo de
27% no volume da AMePD nestes mesmos animais (MALSBURY; McKAY, 1994).

No presente trabalho, a menor densidade de espinhos dendriticos nos neuroénios da AMePD
foi encontrada no grupo de ratos CASTR 90d. Tais resultados estdo de acordo aos observados
em hamsters machos adultos, onde a castragdo a longo prazo alterou a morfologia dos neurdnios
da AMe posterior. Neste experimento a retirada dos hormonios gonadais promoveu redugdo
significativa na area do soma neuronal, diminui¢do na arboriza¢do dendritica e reducdo na
densidade dos espinhos dendriticos (GOMEZ; NEWMAN; 1991). Tomando-se em conta que a
castragdo pode alterar a morfologia neuronal da AMePD, que hé redugdo do volume deste
subntcleo provavelmente por alteragdes atroficas axonais e de arborizacdo dendritica em ratos
(MALSBURY; McKAY, 1994) ou ainda no soma neuronal ¢ no neurdpilo de hamsters
castrados a longo prazo (GOMEZ; NEWMAN; 1991), pode-se sugerir que a testosterona ¢
fundamental para a manutencdo da integridade morfologica dos neurdnios da AMePD e,
conseqiientemente, possivelmente para a realizagao das fungdes exercidas nesta subregido.

Uma especulagdo sobre esta interrelagdo morfofuncional seria que a privacdo dos
androgénios na circulagdo sanguinea causaria diminui¢do de espinhos dendriticos e possiveis
locais sinapticos dos neuronios da AMePD e, estes espinhos, ao declinarem com o passar do
tempo, causariam a piora do comportamento sexual desses animais apos a castragao (RASIA-
FILHO et al., 1991). Ou seja, como se tem sugerido que cada espinho representa uma sinapse
(NARKIEWICZ et al., 1974; WOOLEY et al., 1996) e ha redugdo de espinhos dendriticos nos

ratos CASTR 90d na AMePD, a qual estd relacionada com a modula¢do do comportamento
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sexual masculino (BAUM et al., 1992; SMOCK et al., 1992; COOLEN et al., 1997; KONDO,
1998; STARK et al., 1998; PARTIFF; NEWMAN, 1999), poderia ser que a diminui¢do da
atividade sinaptica nesta regido estivesse relacionada com uma conseqiiente diminuicdo da
emissdo comportamental com a qual esta envolvida. Mas ¢ interessante, no entanto, que a perda
¢ gradual: primeiro o comportamento de ejaculacdo, apdés o de intromissdo peniana e,
posteriormente o de “monta” dos machos nas fémeas (TEPPERMAN; TEPPERMAN, 1987). E
que estudos com hamsters machos castrados mostraram que o comportamento de “monta” foi
restabelecido quando tais animais receberam microinjecdo de testosterona na AMe posterior
(WOOD, 1996), e em ratos, a implantagdo de estradiol é capaz de gerar aumento similar na
ocorréncia de atividade copulatéria (RASIA-FILHO et al., 1991). O quanto os espinhos
dendriticos da AMePD participam nessas atividades e dos efeitos dos esterdides sexuais ainda
ndo esta elucidado, o que se configura como futura linha de investigagao.

Neste mesmo sentido, apesar das evidentes alteragdes que os hormonios gonadais causam
na morfologia neuronal, os mecanismos que podem explicar tais alteracdes ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos. Os efeitos dos androgénios parecem ser mediados por alteracdes no
genoma celular, onde a testosterona e seu metabolito estradiol ligam-se a receptor nuclear e
estimulam a sintese protéica local (MURDOCH; GORSKI, 1991; TORAN-ALLERAND, 1995;
Mc EWEN, 1999). Em ratas ovariectomizadas, o tratamento com estradiol proporcionou um
aumento na quantidade do reticulo endoplasmatico rugoso, de polirribossomos € do complexo
de Golgi nas células do VMN, sugerindo que este hormonio pode acarretar um aumento da
sintese protéica nestas células (CARRER; AOKI; 1982; MEISE; PFAF; 1985). A gonadectomia
de ratos aumentou os niveis de RNAm para receptores de androgénios e diminuiu os niveis de
RNAm para receptores de estrogénios na AMe de ratos a curto prazo, porém 28 dias apos o

procedimento cirtrgico os niveis de ambos RNAm foram reduzidos (SIMERLY, 1993).
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Modificagdo na quantidade de tubulina e de actina neuronal (MATSUMOTO, 1992) e rearranjo
de microtibulos (WOOLF, 1998) tém sido igualmente sugerido como responsaveis por
alteragdes estruturais nos neurdnios. Isto tudo ¢ relevante porque os espinhos dendriticos
possuem um citoesqueleto especializado, composto por filamentos de actina capazes de produzir
alteracdes rapidas na sua motilidade e morfologia (FIFKOVA; MORALES; 1992; MATUS,
2000). Ou seja, apesar dos espinhos serem estruturas muito pequenas e aparentemente simples, a
regulagdo de seus componentes intracelulares tem se mostrado bastante complexa. Estudos
recentes t€ém demonstrado que inimeras moléculas estdo envolvidas no desenvolvimento e na
remodelag@o dos espinhos, sugerindo que uma complexa rede de sinalizadores interconectados
convergem para regular plasticamente o citoesqueleto destas estruturas (ETHELL; PESQUALE,
2005; LIPPMAN; DUNAEVSKY, 2005). Experimentos realizados nos motoneurénios da
musculatura bulbocavernosa na medula espinal lombar t€ém evidenciado a influéncia dos
androgénios sobre os filamentos de actina e a expressado do RNAm para B-actina encontrada no
soma neuronal e nos dendritos proximais reduz-se apos a castragio (MATSUMOTO; ARAI,
1994). Fundamentado nesses dados, a actina parece ser um componente determinante da
morfologia do espinho dendritico e, com base no fato dos androgénios terem a capacidade de
modular sua expressdo, poder-se-ia hipotetizar que também na AMePD a privagdo dos
esteroides sexuais, a longo prazo, acarretaria em alteracdes na densidade de espinhos por
modificacdo na composicao intracelular de actina. Alternativamente, a densidade de espinhos
dendriticos na AMePD poderia estar reduzida no grupo CASTR 90d porque a retirada dos
hormoénios gonadais poderia ter gerado também menos atividade em regides aferentes
interconectadas com a AMePD. Com menor aporte de informacao sindptica, poderia ocorrer
diminui¢do do numero de espinhos e, assim, configurar um efeito indireto da castragdo sobre a

morfologia neuronal e a atividade da AMePD.
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Os presentes dados indicam, portanto, que héa varias possibilidades para pesquisas futuras
para que se venha elucidar o papel dos espinhos dendriticos na AMePD e sua regulagdo pelos

hormonios gonadais masculinos. Este ¢ um campo proficuo que se encontra aberto para novas

contribuigdes.
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6 CONCLUSAO

- As subregides medial e lateral da AMePD, apesar de estarem envolvidas com circuitos neurais
diferentes e mediarem comportamentos sexuais distintos em ratos machos nido apresentaram
diferenca significativa na densidade de espinhos dendriticos quando comparadas entre si. Estes
resultados indicam que os espinhos, pelo menos nos primeiros micrdmetros dendriticos, ndo sdo
as estruturas sinapticas responsaveis pelas diferencas funcionais observadas nas subregides
medial e lateral da AMePD.

- Adicionalmente, o efeito da castracdo de curta duragdo (8 dias), por si sd, ndo modifica a
densidade de espinhos dendriticos da AMePD, uma vez que houve redugdo da densidade de tais
espinhos similarmente entre os ratos dos grupos CASTR 8d e CASTR FICT 8d. Provavelmente
isto tenha ocorrido devido a eventos estressores inespecificos.

- Ja a castragdo de longa duragao (90 dias) ¢ capaz de causar redug@o na densidade dos espinhos
dendriticos nos neurénios da AMePD quando comparada ao grupo controle respectivo,
indicando a importancia da agdo androgénica na morfologia dos neurénios da AMePD e

provavelmente, na atividade sindptica desta regido encefalica.
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