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RESUMO

O nucleo medial da amigdala (AMe), cujo um de seus componentes tem
localizagao postero-dorsal (AMePD), ¢ uma estrutura encefalica que apresenta plasticidade
morfofuncional em seus neurdnios € modula varios comportamentos sociais e reprodutivos
em ratos. Os objetivos do presente estudo foram determinar a densidade de espinhos
dendriticos de neuroénios da AMePD de ratos nas seguintes condi¢cdes experimentais: 1)
machos adultos e ndo manipulados experimentalmente, para estudar separadamente os
neuronios multipolares de tipo bipenachados e estrelados; 2) machos adultos submetidos ao
estresse de contengdao por 1 h, por 6 h ou por 28 dias; 3) machos adultos criados em
“ambiente enriquecido” por 3 semanas; e, 4) em machos com idade avancada (24 meses),
estuda-los na velhice. Todos os animais (N = 6 em cada grupo) foram manipulados em
condigdes éticas e submetidos a0 método de Golgi do tipo “single-section”. Nos animais
dos grupos controle e submetidos ao estresse de contencdo, adicionalmente as adrenais

foram retiradas e pesadas. Para o estudo dos neuronios da AMePD, os encéfalos foram
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seccionados em vibratomo e os cortes coronais foram colocados, apos fixagdo, em solucao
de dicromato de potassio e em nitrato de prata. Neurdnios bem impregnados e
indubitavelmente presentes na AMePD foram selecionados para estudo. Os espinhos
presentes nos primeiros 40 pm dendriticos foram desenhados com auxilio de uma camara
clara, acoplada a microscopio optico, em aumento de 1000X. Cada animal teve 8 ramos
dendriticos selecionados, um por neuronio diferente, perfazendo 48 ramos ao total em cada
grupo experimental. Para o primeiro objetivo, as médias da densidade de espinhos
dendriticos dos neurdnios multipolares bipenachados e estrelados foram comparados pelo
teste “t” de Student. Para os demais, as médias das densidades de espinhos dendriticos dos
ratos nos grupos estudados nas diferentes condigdes experimentais foram comparados entre
todos os grupos experimentais pela ANOVA de uma via, tendo-se o grupo controle (obtido
do primeiro experimento) como o mesmo para todos os outros grupos manipulados
experimentalmente. A seguir, os dados foram analisados pelo teste post-hoc de Tukey
tendo-se selecionado as comparacdes mais pertinentes aos grupos experimentais estudados.
Em todos os casos o nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05. A densidade de
espinhos dendriticos (média + e.p.m do nimero de espinhos por um dendritico) foi de 3,07
+ 0,1 ¢ 3,12 + 0,05 para os neuronios bipenachados e estrelados, respectivamente. Os dois
tipos de neurdnios multipolares ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa
na densidade de espinhos dendriticos entre si (p = 0,6). Desta forma, aleatoriamente
selecionou-se parte dos resultados de ambos os tipos celulares que foram somados para
gerar o grupo controle. Nos grupos experimentais estudados a seguir, os dois tipos
morfologicos contribuiram indistintamente para os valores obtidos. Os resultados da
ANOVA de uma via indicaram que em tais grupos houve diferenca estatisticamente

significativa quando os dados foram comparados entre si [F(5,35) = 10,736; p < 0,01]. O
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teste post hoc de Tukey demonstrou que o grupo submetido ao estresse de contengdo por 1
h possui uma menor densidade de espinhos dendriticos em comparagdo ao grupo controle
(1,94 + 0,08 e 2,95 + 0,16; respectivamente; p < 0,01). Tal reducao foi de mais de 34% em
relacdo ao grupo controle. J& os grupos submetidos ao estresse por 6 h e ao estresse por 28
dias (média + e.p.m = 2,52 + 0,11 e 3,07 + 0,03; respectivamente), ndo apresentaram
diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p > 0,05). O peso
relativo das adrenais apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
controle e submetidos ao estresse de contengdo [F (3,29) = 48,576; p < 0,01]. O grupo
estressado cronicamente apresentou o peso relativo das adrenais maior do que qualquer
outro dos grupos estudados (p < 0,01). O teste post hoc de Tukey demonstrou que o grupo
submetido ao enriquecimento ambiental apresentou uma diminui¢do significativa na
densidade de espinhos dendriticos em relagdo ao grupo controle (2,39 + 0,12 ¢ 2,95 + 0,16;
respectivamente; p < 0,05) e que tal redugio foi de 19% (p < 0,05). Por fim, o teste post hoc
de Tukey também indicou que os ratos velhos ndo apresentaram diferenga estatisticamente
significativa no valor da densidade de espinhos dendriticos em relacdo ao grupo controle
(2,55 + 0,16 e 2,95 + 0,16; respectivamente; p > 0,05). Os resultados demonstram a
plasticidade neural que ocorre na AMePD, especifica para a condigdo experimental
estudada. As modifica¢des no numero dos espinhos dendriticos na AMePD podem ser uma
conseqiiéncia do funcionamento da microcircuitaria local e da hodologia desta estrutura no
contexto da organizacao geral do SNC do rato, como decorréncia de agdes hormonais nessa

estrutura nervosa.
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1. INTRODUCAO

O Sistema Nervoso Central (SNC) pode passar por mudangas em parte de sua
morfologia e fisiologia em resposta a alteragdes no ambiente no qual o animal se encontra
(McEWEN, 2006). Tal capacidade ¢ designada plasticidade neural, donde o termo
plasticidade vem a significar a qualidade do que pode ser modelado. Por exemplo, na
citoarquitetura do hipocampo de ratos, modificagdo morfolégica e funcional pode ser
demonstrada em neurdnios piramidais da regido CA1l hipocampal que respondem a novos
estimulos formando novas sinapses em espinhos dendriticos (SAPOLSKY, 2003;
NAGERL et al., 2004; KOMATSUZAKI et al., 2005). Essas mudangas também podem ser
induzidas por hormonios liberados em resposta a um evento especifico ou que podem variar
com o estagio de vida do animal (SHORS, 2005). Assim, os efeitos de diversos estimulos
ambientais na plasticidade neural podem ser variados, além de serem distintos dependendo
da idade e do sexo do animal (KOLB et al., 2003; McEWEN, 2006). Tal capacidade ¢é
muito importante para a adaptacdo animal, pois a habilidade para interagir e responder ao
ambiente depende da obtencdo e consolidagdo de experiéncias em processos de
aprendizagem e de memoria (ROSENZWEIG; BENNET, 1996; NITHIANANTHARAJAH
et al., 2004; LEGGIO et al., 2005).

A memoria dita “emocional” é uma categoria especial de memoria que envolve

uma atividade dita “ndo-declarativa” (provavelmente ndo consciente) e a armazenagem de
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informacao que possua significancia emocional. O sistema neural essencial para a formagao
de memoria “emocional” envolve os nucleos amigdalianos e as estruturas que com eles se
conectam (McDONALD; WHITE, 1993; LeDOUX, 1993; RASIA-FILHO; HILBIG,
2005). De fato, a amigdala ¢ uma estrutura do prosencencéfalo muito importante para a
percepcdo da emocdo e para comportamentos modulados pelas emogdes, como no
condicionamento pavloviano classico (MAREN, 2003).

A amigdala, ou complexo amigdaliano, ¢ uma estrutura que compreende
subnucleos (Figura 1) que formam uma complexa rede estrutural inter-relacionada e
multifuncional, uma vez que esta envolvida na modula¢do de diversos comportamentos
(ALHEID et al., 1995; EVERITT, 1995; SWANSON; PETROVICH, 1998; RASIA-
FILHO et al., 2000; SAH et al., 2003; de OLMOS et al., 2004). Atribui-se a amigdala de
ratos diversas fungdes, tais como: respostas a estimulos gerados por medo e ansiedade,
percepgoes de estimulos olfativos e hormonais, modulagdo do comportamento reprodutivo
e participagdo na aquisicdo do aprendizado e da memoria condicionada (RASIA-FILHO et
al., 1991; KLING; BROTHERS, 1992; LeDOUX, 1992; EVERITT, 1995; KONDO;
ARALI 1995; WOOD; NEWMAN, 1995; QUIRK et al., 1995; SWANSON; PETROVICH,
1998; DAVIS, 2000; PITKANEN, 2000). Para participar dessas atividades, ela possui a
capacidade de receber diferentes informagdes sensoriais, tanto interoceptivas (viscerais)
quanto exteroceptivas (estimulos olfativos, auditivos e visuais) que acabam por modificar
sua atividade e estimular diversas regides do SNC em resposta ao estimulo inicial (KLING;
BROTHERS, 1992; LeDOUX, 1992; QUIRK et al., 1995; DAVIS, 2000). Com isto, a
amigdala apresenta a capacidade de adequar a relacdo do animal em seu ambiente,
modulando o comportamento social e conjugando-o com alteragdes simpdticas e

parassimpaticas ou neuroenddcrinas (RASIA-FILHO et al. 2000). Acertadamente, a
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amigdala ndo se constitui mais nem em unidade anatdomica e nem estrutural (SWANSON;
PETROVICH, 1998). E imperativo, portanto, que se abandone a consideragio de um
elemento unico e se estude detalhadamente cada um de seus componentes e, por vezes, de
seus subcomponentes que formam circuitos especificos para génese e modulacao de
respostas neurais envolvidas com comportamentos e ajustes amplos (CANTERAS et al.,
1995; NEWMAN, 1999; SHEEHAN et al., 2001, PETROVICH et al., 2001; RASIA-
FILHO et al., 2004; RONDINI et al., 2004).

Estudos mais recentes sobre a divisdo da amigdala de ratos apresentam-na dividida
em quatro regides, segundo a sua citoarquitetura, hodologia e fungdo, que sao: 1) amigdala
“expandida”, denominada assim por se estender além de seus limites anatomicos, sendo
formada pelos nucleos medial (AMe) e central (ACe); 2) amigdala com caracteristicas
corticais, subdividida em por¢ao basolateral (AMBI) e em porgdes que se ligam as vias
olfativas e vomeronasal; 3) area de transi¢do, localizada entre a por¢ao ventral dos nucleos
da base e a amigdala “expandida”; e 4) nucleos ainda nao classificados, constituidos por um
grande grupo de células dispersas na substincia branca e no interior do nucleo proprio da
estria terminal (ALHEID et al., 1995; HEIMER et al., 1997, de OLMOS et al., 2004;

Figura 1).

1. 1. Amigdala medial

1. 1. 1. Localizacao, divisao, hodologia e fun¢des

A AMe ¢ um dos nucleos superficiais do complexo amigdaliano, ocupando seu
aspecto ventromedial, rostral a parte ventral do ventriculo lateral (de OLMOS et al. 1985;

2004; CANTERAS et al., 1995; COOKE; SIMERLY, 2005). E formada por uma coluna
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Figura 1. Classificagdo dos nucleos que compde a amigdala do rato com suas subdivisdes
anatomicas e seus componentes principais, conforme descrito por Alheid e colaboradores

(1995) e modificado por Rasia-Filho e colaboradores (2000).
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proeminente de células que surgem em justaposicdo a superficie lateral das fibras que
ascendem pelo trato Optico e, caudalmente, encontra-se em posi¢do ventral em relagdo a
estria terminal (ALHEID, et al., 1995). A AMe tem sido dividida em subnucleos de
diversas maneiras segundo critérios de diferentes autores. Alheid e cols. (1995) e de Olmos
e cols. (2004) dividem-na nos subnucleos antero-dorsal (AMeAD), antero-ventral
(AMeAYV), postero-dorsal (AMePD) e postero-ventral (AMePV; Figura 2). E, em funcdo de
suas conexoes, ela pode estar organizada em uma regido anterior, da qual fazem parte a
AMeAD, a AMeAV e a AMEPV, e uma regido posterior, formada basicamente pela
AMePD (CANTERAS et al., 1995).

A AMePD, objeto de estudo deste trabalho, ¢ separada do trato optico por uma
camada com poucos corpos celulares, a qual se torna estreita em direcdo rostral e dorsal até
que desaparece completamente proximo da AMeAD (de OLMOS et al., 1985; 2004). Esta
regido, onde estdo os axonios que compdem a eferéncia do nucleo préprio da via olfativa
acessoria, ja foi chamada de “camada molecular” da AMe, embora haja controvérsia neste
sentido (SCALIA; WINANS, 1975; NISHIZUKA; ARAI, 1983; COOKE, SIMERLY,
2005; DE CASTILHOS et al., 2006). Os neur6nios da AMePD agrupam-se formando trés
colunas orientadas paralelamente a superficie medial do ntcleo. A primeira ¢ uma coluna
medial ou superficial (AMePDm), a segunda ¢ a coluna intermediaria (AMePDi) e a
terceira coluna ¢ a mais profunda e lateral (AMePDI; PAXINOS; WATSON, 1998; de
OLMOS et al., 2004). A AMePD possui varias aferéncias que advém de diferentes regides
do encéfalo. Dentre as aferéncias mais estudadas, estdo as hipotalamicas [da area
hipotalamica anterior; areas pré-opticas medial (MPOA) e lateral; nucleo arqueado; ntcleos

dorsomedial, posterior, lateral, pré-mamilar ventral, supra-optico, tuberal e ventromedial],
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as do cortex cerebral (da area pré-limbica, cortex entorrinal, infralimbico e perirrinal
dorsal), as aferéncias talamicas (do nucleo medial, parafascilular, paraventricular e
posterior, dentre outros), as do tronco encefalico (principalmente do nucleo dorsal da rafe e
nucleo parabraquial), da via olfativa (do cortex piriforme, bulbo olfativo acessorio e nticleo
endopiriforme) e de outras regides, como, por exemplo, do nicleo da faixa diagonal de
Broca, do nucleo proprio da estria terminal (por¢do principal deste) e da substancia
innominata. Além dessas, existem também as aferéncias intra-amigdalianas, onde, por
exemplo, destacam-se as da 4area amigdalo-hipocampal e dos nucleos basal e basal
acessorio e as dos nucleos corticais anterior, posterior, lateral e medial. As aferéncias inter-
amigdalianas sdo exemplificadas pelas provenientes do cortex periamigdaliano, nucleos
basal acessorio, cortical posterior ¢ do trato olfativo lateral (McDONALD, 1998).

Em relagdo as eferéncias da AMePD, dentre as mais estudadas e significativas
estdo as hipotaldmicas (para os nucleo hipotalamicos periventricular antero-ventral, MPOA
e nucleo pré-mamilar ventral), as corticais (principalmente para a area entorrinal lateral,
area de transi¢do pos-piriforme, area CA1 hipocampal e subiculo), as do tronco encefalico
(para a area tegmental dorsal e substancia cinzenta periaqueductal) e de outras regides,
como, por exemplo, para o nicleo proprio da estria terminal (parte antero-dorsal e posterior
principal) ¢ para a substdncia innominata, principalmente. Ademais, existem também as
eferéncias intra-amigdalianos onde, dentre outras, destacam-se aquelas para os nucleos
central, cortical postero-lateral e postero-medial (CANTERAS et al., 1995; PETROVICH
et al. 2001). Algumas dessas conexdes, como se pode observar, sdo reciprocas e outras
unidirecionais (por exemplo, COOKE; SIMERLY, 2005).

Com base em sua relagdo com a circuitaria neural onde estd envolvida e em

experimentos comportamentais, a AMe tem sido descrita como uma regido que participa na
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modulagdo da memoria em condicionamentos pavlovianos classicos e de aprendizado onde
o componente emocional esteja envolvido (ALLEN; ALLEN, 1974; AGGLETON; BLINT,
1989; SHINDOU et al., 1993; CANTERAS et al., 1995; WATANABE et al., 1995;
ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996; RASIA-FILHO et al., 2000; STARK, 2005). Tal
achado foi observado em testes de esquiva inibitoria (ROOZENDAAL; McGAUGH,
1996), nas respostas neuroenddcrinas a um evento estressor (McGAUGH, 1992; LU et al.,
1995; DAYAS et al., 1999, KUBO et al., 2004) ¢ em uma série de testes envolvendo
comportamentos sociais, tais como o agressivo e o defensivo (SLODDART-APTER; Mc
DONNEL, 1980; BOLHUIS, 1984; SIEGEL; BRUTUS, 1990; SHAIKH et al., 1993;
DIELENBERG et al., 2001), o medo (LI et al., 2004), o sexual (RASIA-FILHO et al.,
1991; KONDO, 1992; WONG et al., 1993; MEISEL; SACHS, 1994; KONDO; ARAI,
1995; NEWMAN, 1999; BREGEIRON et al., 2002; STARK, 2005) ¢ o maternal
(NUMAN et al., 1993; SHEEHAN et al., 2000; 2001).

Por exemplo, a AMe, associada a AMBI, esta relacionada com a formagdo de
memoria modulada pelos glicocorticoides (ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996). Isto ¢
observado em ratos quando situagdes emocionais, tais como a exposi¢ao do animal a algum
predador natural, iniciam uma seqiiéncia de eventos fisioldgicos envolvendo a liberagao de
hormoénios advindos da medula adrenal (como a adrenalina) e a ativagdo do eixo
hipotalamo-hip6fise-adrenal (HPA), resultando em aumento de corticosterona na circulagdo
sangiiinea (ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996). Muitos estudos tém determinado que os
glicocorticoides afetam varias etapas nos processos de consolidagdo e de evocagdo de
memoria (BOHUS; de KLOET, 1991; MITCHELL; MEANEY, 1991; ROOZENDAAL et
al., 2005). A AMe, a ACe e a AMBI apresentam alta densidade dos receptores para

glicocorticoides (ALLEN; ALLEN, 1974) e acredita-se que, por isto, tais regides estejam
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relacionadas com o processo mnemoénico (ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996). Em
concordancia com isso, lesdes excitotoxicas na AMe de ratos suprimiram respostas do eixo
HPA quando os animais foram expostos a um evento estressor (isolamento social do animal
estudado), bloqueando também a liberagdo de ocitocina nos nucleos supra-optico e
paraventricular do hipotalamo (DAYAS et al., 1999). Os achados deste estudo mostraram,
de forma muito importante, que a AMe ¢ o primeiro local, dentro da amigdala, responsavel
pelo controle do HPA e pelas respostas secretorias ocitocinérgicas frente a um evento

estressor emocional incondicionado (DAY AS et al., 1999).

1. 2. Plasticidade neural e estresse de conten¢ao

O estresse pode ser definido como qualquer tipo de ameaca, real ou potencial, que
necessita respostas compensatérias para a manutengdo da homeostasia (PACAK;
PALKOVITS, 2001). Nao necessariamente um estimulo estressante deve ser sempre nocivo
ao individuo, e as respostas adaptativas geradas desta forma ja foram chamadas em
conjunto de “alostasia”, que significa “a capacidade de manter a estabilidade do organismo
em decorréncia e durante as mudangas impostas ao animal” (McEWEN, 2002). A resposta
ao estresse consiste em um componente rapido, que pode chegar a uma resposta extrema de
“luta ou fuga” e que envolve geralmente (mas nio exclusivamente) a ativagao do sistema
simpatico-adrenal e a libera¢do de catecolaminas em circulagdo, mobilizacao de reservas de
energia, aumento da atividade cardiaca, redirecionamento do fluxo sangiiineo das visceras
para os musculos periféricos e ocorréncia de vigilia com atividade de atengdo e alerta
(RADLEY; MORRISON, 2005; para avanco nesta discussao e exemplos adicionais, veja-se

Rasia-Filho, 2006).



21

O estresse de contencdo ¢ um procedimento experimental que tem sido
freqlientemente utilizado para provocar respostas comportamentais e neuroenddcrinas
também observaveis apos outras causas de estresse estudados em animais em laboratorio
(WATANABE et al., 1992; DAYAS et al., 1999; WOOD et al., 2003; FONTELLA et al.,
2005). Consiste em colocar os animais, individualmente, em um compartimento que
restringe seus movimentos, como o mostrado na Figura 3, e por tempo variado
(WATANABE et al., 1992; DAYAS et al., 1999). Esse modelo é definido como sendo um
estressor emocional, pois a situagdo ou estimulo sinaliza uma ameaga potencial a vida do
animal. O estresse de conten¢do ¢ um estimulo emocional suficientemente forte para ser
chamado de estressor e evocar respostas como a ativacao do eixo HPA e as diversas agdes
dos glicocorticoides (DAYAS et al., 1999). Ja estd muito bem documentado na literatura
que a contengao por pouco tempo ou em experimentos que envolvem muitos dias é capaz
de aumentar os niveis de corticosterona circulantes em ratos (WATANABE et al; 1992;
INOUE, 1993; CHEN; HERBERT, 1995a; PELLEGRINI et al., 1998; TORRES et al.
2001; PACE et al., 2005).

De fato, uma das respostas enddcrinas ao estresse esperadas e caracteristicas € a
ativacdo do eixo HPA, levando a rapida secrecdo do hormonio adrenocorticotropico
(ACTH) e ao aumento nos niveis de glicocorticdides circulantes, os quais sdo criticos para
adaptacao ao estresse (AGUILERA, 1998). O hormonio liberador da corticotrofina (CRH)
¢ o maior regulador hipotalamico da secrecdo do ACTH nas células da hipofise anterior,
agindo em receptores especificos de membrana classificados como CRH-R tipo I e CRH-R
tipo 2 (AGUILERA, 1998, HAUGER; DAUTZENBERG, 2000). Os glicocorticoides, por
sua vez, sdo esterdides com capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica. No

encéfalo eles podem se ligar a dois tipos de receptores citoplasmaticos pertencentes a
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Figura 3. Fotografia representado o compartimento metalico utilizado no modelo de
estresse de contencgdo (conforme descrito em DAYAS et al.,1999; WATANABE et al.,
1992).

superfamilia de receptores esterdides: o receptor para mineralocorticoide (MR), chamado
assim por se ligar com alta afinidade a aldosterona, mas também aos glicocorticdides; € o
receptor para glicocorticéide (GR), o qual possui baixa afinidade por mineralocorticdide,
mas maior ao tipo de hormoénio que lhe da o nome. A acdo dos glicocorticdides envolve sua
ligacdo a um complexo receptor-esterdide que regula a replicagdo do DNA em partes
especificas e relacionadas com as agdes celulares subseqiientemente desencadeadas por tais
horménios (McEWEN, 2006). Ou seja, como regra, o hormdnio entra no citoplasma e
desloca uma proteina de choque-térmico ou outra chaperona da por¢ao de unido do GR.
Isto leva a hiperfosforilacio do GR e muda sua conformacao para que ele possa entrar no
nucleo e interagir com os elementos regulatorios de glicocorticéides nas areas-alvo do
DNA. A seguir, a transcrigdo de co-fatores pode melhorar ou reprimir a expressao génica

(BERNE et al., 2004; McEWEN, 2006). Os MR sdo saturados em niveis basais de
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glicocorticoides, enquanto que os GR ndo sdo saturados sob condigdes basais, mas sim nas
fases de pico do ritmo circadiano e durante o estresse. Essas diferengas e a heterogeneidade
nas distribui¢des regionais no encéfalo sugerem que os MR determinam a atividade basal
do eixo HPA e o GR podem mediar as respostas neurais ao estresse (HAUGER;

DAUTZENBERG, 2000).

Os glicocorticoides exercem seus efeitos em todo o encéfalo durante o estresse,
alterando a cogni¢do e o comportamento de uma maneira adaptativa. Apesar do aumento
dos glicocorticoides ser benéfico em certas situagdes, tais como o aumento da atencdo e a
consolidacdo de informagdes aprendidas e relacionadas a eventos de vida (IZQUIERDO;
MEDINA, 1997; McEWEN, 2006), estimulos estressores prolongados ou extremos podem
resultar em mudancas que, paradoxalmente, podem prejudicar a habilidade do SNC para a
regulacdo apropriada do eixo HPA e para responder a estressores subseqiientes (RADLEY,
2005). Por exemplo, ratos adultos submetidos a estresse de contencdo cronico exibiram
atrofia nos dendritos apicais dos neurdnios piramidais da regido CA3 hipocampal
(WATANABE et al. 1992). Acredita-se que esses efeitos sejam decorrentes da elevagado
dos niveis de corticosterona plasmatica em resposta ao estresse, pois a injecao diaria de
corticosterona por 3 semanas igualmente induziu atrofia dos dendritos apicais desses
neurénios (WOOLLEY et al. 1990). Doze semanas de inje¢des de corticosterona
resultaram em morte de neurOnios piramidais na mesma regido CA3 hipocampal
(SAPOLSKY et al., 1985). Altera¢cdes morfologicas também foram encontradas nos
dendritos dos neurdnios piramidais do cortex pré-frontal medial de ratos usando-se este

mesmo modelo experimental (BROWN, 2005). Em contraste a atrofia dos dendritos no

hipocampo descrita acima, o estresse de contencdo cronico resultou em aumento das
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ramificagdes dendriticas nos neurdnios piramidais e estrelados da AMBI (VYAS et al.,

2002) e do BNST (VYAS et al., 2003).

O estresse de conten¢do agudo (uma tnica sessdo com 60 min de duracdo) causou
aumento da expressao de c-fos na AMe. Por outro lado, o estresse repetido, 10 sessdes com
duragdo de 60 minutos, resultou em uma diminui¢do da expressdo de c-fos na AMe,
mostrando que a resposta neuronal pode se adaptar ao estresse cronico (CHEN; HERBERT,
1995). Nao hé até o momento descri¢do do que ocorre na morfologia dos neurdnios da
AMe, e especificamente, na AMePD de ratos submetidos a esse procedimento
experimental. Tal dado ¢ relevante dado o papel proeminente da AMe na regulacao
neuroendocrina do eixo HPA (DAYAS et al., 1999). Um dos objetivos desta dissertacao ¢
estudar a densidade de espinhos dendriticos em neurénios da AMePD de ratos submetidos

ao estresse de conten¢ao, como sera detalhado adiante.

1. 3. Plasticidade neural e “ambiente enriquecido”

O “enriquecimento ambiental” ¢ um modelo experimental onde animais sdo
criados com muitos estimulos, os quais podem ser explorados livremente, e que podem
causar modificacdes comportamentais e morfofuncionais neurais dependentes dessa
experiéncia (LARSSON et al., 2002; NITHIANANTHARAJAH et al., 2004). Para tanto,
os animais sao mantidos em caixas em cujo interior ha diversos objetos, tais como: bolas,
rampas, escadas, cubos e rodas que estdao a disposi¢ao dos animais por um periodo variavel

de tempo (Figura 4).
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Figura 4. Fotografia do “ambiente enriquecido”, mostrando os diversos objetos utilizados
para estimulos tateis e visuais (conforme descrito por JOHANSSON; BELICHENKO,
2002).

Ha notéveis mudangas bioquimicas e estruturais em regides encefalicas de ratos
criados em “ambientes enriquecidos” quando comparados com aqueles provenientes de um
ambiente padrio, amplamente utilizado em biotérios (NIKOLAEV et al, 2002). Mais
especificamente, na regido CAl do hipocampo de ratos hd um aumento no numero de
sinapses ¢ na densidade de espinhos dendriticos (MOSER et al., 1994; RAMPON et al.,
2000; NITHIANANTHARAJAH et al., 2004). Briones e cols. (2000) verificaram um
aumento no comprimento total e no numero de ramos dendriticos, além do aumento no
numero de espinhos dendriticos nos neurdnios piramidais da area CA3 do hipocampo de

ratos mantidos em “ambiente enriquecido”. O mesmo foi descoberto por Johansson e
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Belichenko (2001) que mostraram aumento significativo na densidade de espinhos
dendriticos nos neurdnios piramidais do cortex somatossensorial de ratos submetidos ao
“enriquecimento ambiental”. Esse procedimento também aumentou a complexidade e o
comprimento dendritico dos neurdnios piramidais do cortex motor, quando comparados
com animais em ambiente padrio (BIERNASKIE, 2001). E Yu-Yen Ip e cols. (2002)
mostraram que o desenvolvimento do animal no “ambiente enriquecido” gera aumento na
ramificacdo dendritica, primariamente no cortex occipital. Esses resultados podem indicar
que a maior quantidade de informagdo e de agdes as quais os animais estdo submetidos,
podem gerar maior demanda sindptica nos neurdnios das regides que participam do
processamento neural dos estimulos obtidos no “ambiente enriquecido”.

Nesta condigdo experimental também aumentaram os niveis de neurotrofinas no
cortex cerebral, hipocampo ¢ prosencéfalo basal de ratos (ICKES et al., 2000) e a
neurogénese no giro denteado de camundongos (KEMPERMANN et al., 1997). Além
disso, detectou-se o aumento de duas proteinas relacionadas com os locais de sinapse, a
sinaptofisina e a PSD-95, em varias regides encefalicas estudadas como um todo, incluindo
as areas anteriores e posteriores do cortex pré-frontal, o hipocampo, o tidlamo e o
hipotalamo (NITHIANANTHARAJAH et al., 2004). Essas proteinas em maior quantidade
sugerem que um maior numero de contatos sinapticos excitatorios foram estabelecidos
(BRAKE et al. 2001; KRETZ et al., 2004). Com base em todos esses dados e com a
hipdtese inicial de trabalho, poder-se-ia supor que na AMePD também poderia ocorrer
aumento na densidade de espinhos dendriticos em animais criados com mais estimulos
ambientais.

Alternativamente, ha que se considerar que ocorrem significativos efeitos

comportamentais nesses animais. De acordo com Rosenzweig e Bennett (1996), a
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experiéncia precoce em um “ambiente enriquecido” é capaz de melhorar o desempenho em
muitas tarefas de aprendizado e a habilidade de solucionar problemas em uma ampla
variedade de tarefas comportamentais. O ambiente enriquecido também pode atuar
diminuindo a resposta neuroendocrina e os efeitos do estresse (NIKOLAEV et al., 2002;
BELZ et al., 2003). Neste caso, na AMePD poderia haver uma menor atividade local, uma
vez que ela esta relacionada com resposta a estimulos estressantes, a comportamentos de
defesa e na capacidade de relagdo do animal com seu ambiente. Nao ha dados na literatura
até o momento sobre os efeitos do “ambiente enriquecido” sobre a densidade de espinhos

dendriticos na AMePD de ratos, objetivo de estudo desta dissertacao.

1. 4. Plasticidade neuronal e envelhecimento

Embora outras espécies animais tenham sido usadas para estudar o processo de
envelhecimento (HASEGAWA et al., 2005; HEAD et al., 2005), os roedores criados em
laboratdrio sdo os mamiferos mais usados para este tipo de pesquisa (WISE, 2000). Isso se
deve ao fato de que se pode satisfazer a maioria dos seguintes critérios: o conhecimento das
caracteristicas genéticas da espécie, expectativa de vida ndo longa (comparativamente com
o ser humano), condi¢des ambientais definidas e conhecidas e conhecimento de doengas
associadas ao envelhecimento, o que permite a diferenciagdo entre a senescéncia ou o
envelhecimento em condi¢ao saudavel (WISE, 2000).

O envelhecimento pode ser definido como as mudancas pds-maturacionais que
tornam, com o avango significativo do tempo para a espécie estudada, o organismo menos

habil para enfrentar as modificagdes ambientais e internas e, assim, levam a diminui¢ao da
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habilidade para sobreviver. E dificil determinar quando o desenvolvimento termina e
quando comeca o envelhecimento em um organismo ou espécie, porque os diferentes
sistemas fisioldgicos adquirem caracteristicas adultas maduras em diferentes etapas
(McEWEN, 1994). Para um determinado grupo experimental ser considerado “jovem”, “de
meia-idade” ou “velho”, deve-se tomar como referéncia o sistema de células e tecidos que
se estd investigando (WISE, 2000). Assim, o envelhecimento ¢ um processo multifatorial
que pode ou nao afetar o desempenho cognitivo, mas geralmente acomete a habilidade
motora e o processamento de informagdes sensoriais (BOGUSZEWSKI; ZAGRODZKA,
2005). Isto pode, em parte, ser explicado pelas mudancgas nas estruturas do sistema nervoso
e nas alteragdes celulares que diretamente afetam os mecanismos envolvidos com a
plasticidade neural (BURKE; BARNES, 2006).

As mudangas relacionadas a morfologia dos neurdnios nos ratos velhos tendem a
ser seletivas e nao hd um padrdo tnico em todo o encéfalo (BURKE; BARNES, 2006).
Contrariando idéias anteriores, um achado consistente ¢ que a morte neuronal ndo tem
necessariamente um papel significante para o declinio da cogni¢do relacionado ao
envelhecimento (RAPP; GALLAGHER, 1996; MERRILL et al., 2001). Mais
propriamente, mudangas pequenas e em regides especificas, as quais ocorrem nas
ramifica¢des dendriticas e na densidade de espinhos, sdo as maiores caracteristicas dos
efeitos do envelhecimento na morfologia neuronal e no funcionamento do sistema nervoso
(BURKE; BARNES, 2006; von BOHLEN et al., 2006). Por exemplo, em ratos da cepa
Long-Evans, foi encontrado uma diminui¢do da densidade de espinhos dendriticos nos
neurdnios piramidais da camada III dos cortices parietal e occipital em animais velhos (24
meses de idade) quando comparados a animais adultos (4 meses de idade; KOLB, et al.

2003). Também foi demonstrada uma diminui¢ao dos espinhos dendriticos, nesses animais
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velhos em relagdo aos jovens, nos neurdnios piramidais da camada V do cértex cingulado
anterior (MARKHAM, JURASKA, 2002). Ja, também em ratos da cepa Long-Evans, nao
foi encontrado diferenca na densidade de espinhos dendriticos nos 50 pum dos dendritos
basais dos neurdnios piramidais da camada V do cortex occipital, quando comparados
animais adultos (5 meses de idade) com velhos (26 meses de idade; STEMMELIN et al.,
2003). Nos neurdnios do nucleo hipotalamico ventromedial de ratos Wistar velhos (24
meses de idade) houve aumento no numero de espinhos dendriticos em relagdo ao valor
encontrado em machos jovens (6 meses de idade; MADEIRA et al., 2001). Ao se tentar
estabelecer uma relagdo com a agdo de glicocorticdides quando do envelhecimento em
roedores, os animais velhos apresentam maior exposi¢do a tais esterdides por causa do
aumento da concentragdo basal ¢ do tempo até que os niveis se normalizaram apds o
estresse, evidenciando também um menor efeito de retroacdo negativa no eixo HPA
(SAPOLSKY et al., 1999).

Nao ha descricao até o momento do que ocorre com a densidade de espinhos
dendriticos na AMePD de ratos velhos quando comparados aos ratos jovens. Este achado
também ¢ relevante pela presenga de GR na AMe e pela participagdo deste subnucleo nos
processos de aprendizagem em ratos, além de contribuir para revelar se a AMePD apresenta
um mesmo padrdo de alteragdo morfologica que outras areas do SNC com o passar da idade

em ratos.

1. 5. Técnica de Golgi e caracterizacido dos neuronios da AMePD

Em 1873, Camillo Golgi descreveu uma técnica de impregnacao pela prata que foi

de importancia fundamental para o entendimento da estrutura do tecido nervoso e de sua
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organizacao basica. Com a técnica de Golgi pode-se ter a visualizagdo da célula nervosa
inteira, a qual adquire uma coloragdo negra que contrasta com o restante do tecido em cor
amarela. Somente uma pequena propor¢do de células nervosas (1-10%) presentes no tecido
¢ impregnada pela prata e de uma maneira ainda tida como aleatéria. Ademais, nem todas
as regides do sistema nervoso de diferentes espécies impregnam-se igualmente e, conforme
avanga a idade do animal, torna-se muito mais dificil obter bons resultados (RAMON Y
CAJAL, 1909; VALVERDE, 1962; PETERS; KAISERMAN-ABRAMOF, 1970;
SCHEIBEL; SCHEIBEL, 1978; WOOLLEY; McEWEN, 1993; PANNESE, 1996).

A técnica de Golgi oferece a vantagem de mostrar células mais isoladas para
estudo e a desvantagem de que, por seu carater imprevisivel, nunca se tem seguranca
quando algum tipo de neurdnio ficara visivel completamente. Quando isto ocorre, os
neurénios podem ter seus componentes (corpo celular, dendritos, espinhos e axonio)
passiveis de identificagdo e mensuracdo (RASIA-FILHO et al., 1999; 2002; 2004). O
método de Golgi tem amplo uso e pode ser aplicado em vdrias espécies animais, em
situacdes normais ou quando os animais sdo submetidos aos mais diversos procedimentos
experimentais. Por exemplo, foi utilizado para demonstrar as alteragdes na quantidade de
espinhos dendriticos no hipocampo de ratas adultas ao longo do ciclo estral (WOOLLEY;
McEWEN, 1993), para avaliar a densidade de espinhos dendriticos dos neurdnios
piramidais nos cortices pré-frontal e hipocampal de ratos em isolamento social apds o
desmame (SILVA-GOMEZ, 2003), e para analisar a reorganiza¢do dendritica dos
neurdnios piramidais do cortex pré-frontal de ratos apds administragdo cronica de
corticosterona (WELLMAN, 2001). Também foi empregado para avaliar a morfologia dos
neurdnios piramidais do cortex de ratos submetidos a diferentes modelos de isquemia

(GONZALEZ; KOLB, 2003) ou, em seres humanos, para revelar as mudancgas
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morfologicas nos dendritos da camada V dos neurdnios piramidais do cortex pré-frontal de
pacientes com esquizofrenia (BLACK et al., 2004). Essa técnica tem sido utilizada para
analisar os espinhos dendriticos em estudos como o estresse de contengdo (MITRA et al.,
2005), o ambiente enriquecido (LEGGIO et al., 2005) e o envelhecimento (STEMMELIN
etal., 2003; KOLB et al., 2003) em varias regides do encéfalo de ratos.

A morfologia dos neurénios da AMe de gatos (TOMBOL;
SZAFRANSKAKOSMOL, 1972), de camundongos (VALVERDE, 1962) e de ratos (de
OLMOS et al., 1985; RASIA-FILHO et al., 1999; DE CASTILHOS et al., 2006) tem sido
estudada utilizando o método de Golgi. Nesses trabalhos, semelhangas histologicas quanto
a forma dos componentes da AMe das diferentes espécies animais puderam ser observadas.
Ou seja, esses neurdnios caracteristicamente apresentam tamanho de pequeno a médio (em
torno de 12 um de diametro médio), embora células maiores também podem ser
encontradas em dire¢do a porcdo rostral da AMeAD (de OLMOS et al., 1985; RASIA-
FILHO et al., 1999). Conforme descrito anteriormente, na AMePD, os neuronios agrupam-
se formando trés colunas orientadas paralelamente a superficie medial do nucleo. A
AMePDm ¢ constituida por muitos neurdnios densamente agrupados, de tamanho pequeno
a médio. A AMePDi, aparentemente possui menos células, neurénios de tamanho médio, e
forma uma matriz que separa e orienta as outras duas colunas. A AMePDI apresenta-se com
neuronios de tamanho médio, também densamente agrupados, mas nao tanto quanto os
neurdnios da AMePDm (PAXINOS; WATSON, 1998; DE OLMOS et al., 2004).

Os neurdnios da AMePD sdo multipolares e foram classificados como
bipenachados ou estrelados, conforme o numero de ramificacdes dendriticas primarias
originadas do soma celular (RASIA-FILHO et al., 1999; RASIA-FILHO et al., 2004;

Figura 5). Isto ¢, os de tipo bipenachados apresentam dois ramos dendriticos primarios
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Figura 5. Fotomicrografias de neurdnios, impregnados pela técnica de Golgi, com
morfologia estrelada (A) ou bipenachada (B) do subnucleo pdstero-dorsal da amigdala
medial de rato macho adulto. S = soma neuronal, D = dendrito. Barra: 20um (conforme DE
CASTILHOS et al., 2006).

surgindo do soma e os estrelados, mais de dois dendritos partindo do soma. A estrutura
dendritica desses neurdnios é esparsa, irradiando-se em varias diregdes ¢ com diferentes
comprimentos. Os espinhos sdo pleomorficos e sdo encontrados ao longo dos dendritos,
mas também foram visualizados no soma e, algumas vezes, no segmento inicial de axonios
(DE CASTILHOS et al., 2006; HERMEL et al., no prelo). Os axonios dos subnucleos da
regido posterior da AMe (AMePD e AMePV) preferentemente dirigem-se medialmente ao
nucleo basal ou a porgdo principal do BNST, enquanto os da AMeAD compde parte da
ansa peduncularis, também chamada de via amigdalo-fugal ventral (KAMAL; TOMBOL,
1975; COOKE; SIMERLY, 2005).

Quanto a analise ultraestrutural desses neurdnios encontrou-se que na AMePD as
sinapses axo-dendriticas sdo as mais freqiientemente observadas e parecem ser
principalmente excitatorias. Suas regides pré-sindpticas apresentam vesiculas elétron-
lucidas sozinhas ou mescladas com poucas vesiculas de centro denso. Os dendritos recebem

varias sinapses sobre o mesmo ramo. Os espinhos dendriticos apresentam diferentes

morfologias e geralmente sdo alvo de um unico contato sindptico, aparentemente
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excitatorio (HERMEL et al., no prelo). Em concordancia com isso, em ratos pré-puberes,
registros eletrofisiologicos associados com microscopia eletrénica da AMePD,
recentemente demonstraram a ocorréncia de potenciais excitatorios pds-sinapticos muito
mais provavelmente devido a multiplos locais de contato sinaptico, do que maior

probabilidade de liberacao de neurotransmissores (COOKE; WOOLLEY, 2005).

1. 6. Espinhos dendriticos

Ha mais de 100 anos, Santiago Ramon y Cajal (1909) mostrou que a superficie das
células de Purkinje no cerebelo apresentava pequenas “protusdes” que cobriam os dendritos
e que esses locais poderiam ser pontos do dendrito onde a corrente elétrica era recebida no
neurdnio. Muitos anos mais tarde, os esfor¢cos de pesquisadores usando técnicas mais
avancadas provaram que a hipotese de Cajal estava correta (GRAY, 1959). Hoje é bem
estabelecido que muitas sinapses excitatorias sdo formadas entre terminais axonais € 0s
espinhos dendriticos e que estes podem servir como um quarto elemento morfofuncional
relevante para a atividade celular (PETERS et al., 1991; YUSTE; MAJEWSKA, 2001;
ETHELL; PASQUALE, 2005; HAYASHI; MAJEWSKA, 2005).

O prototipo de um espinho, tem a forma determinada pela presenca de uma
“cabeca” (volume de aproximadamente 0,001 a 1 pm’) conectada ao neurdnio por um
“pescoco” (didmetro menor que 0,1um; HARRIS; KATER, 1994). Os espinhos podem se
originar do soma, dos dendritos ou mesmo, algo menos comum, do cone axonal. Sdo
encontrados em varias populagdes neuronais, em todos os vertebrados e em alguns
invertebrados (NIMCHINSKY et al., 2002). O espinho ¢ uma estrutura especializada para a

transmissao sindptica e geralmente ¢ um elemento pds-sinaptico (ETHELL; PASQUALE,
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2005; TADA; SHENG, 2006). Os receptores para neurotransmissores sdo restritos a
superficie do espinho e confinados em aposigdo ao elemento pré-sinaptico (NUSSER et al.
1998; POPOV et al., 2005). Essa zona no espinho ¢ indicada pela densidade pos-sinaptica
(PSD), uma zona de material elétron-denso que consiste de receptores, canais e sistemas de
sinaliza¢do intracelulares envolvidos na transmissdo sindptica € ao acoplamento da
atividade sinaptica a bioquimica pds-sinaptica (NIMCHINSKY et al., 2002). A cabega do
espinho contém a PSD e algumas estruturas especializadas, como os microfilamentos de
actina (PETERS et al. 1991). Embora mitocondrias e microtiibulos estejam ausentes, 0s
espinhos contém reticulo endoplasmatico liso (REL) e que pode formar uma estrutura
chamada “aparelho do espinho” (PETERS et al. 1991). Acredita-se que a fungdo do
“aparelho do espinho” seja a manutencao da concentragdo de calcio intracelular em niveis
ndo patologicos, o que esta associado a processo de neuroprotegio (BURGOYNE et al.
1983). Os polirribossomos e os elementos da via lisossomal-endossomal estdo também
presentes em alguns espinhos dendriticos, perto de sua base, sugerindo que pode ocorrer
sintese protéica local bem como existir proteinas para degradagdo de elementos
citoplasmaticos ou de membrana celular (STEWARD; SCHUMAN, 2001; Figura 6).

Os canais i0nicos na PSD convertem os sinais quimicos dos neurotransmissores
em fluxo idnico através da membrana celular, o que gera modifica¢do da voltagem local e
outras respostas pos-sinapticas descritas comumente (por exemplo, veja-se NIMCHINSKY
et al., 2002). A forma dos espinhos pode afetar a transdug@o deste sinal por proporcionar
um grau variavel de compartimentalizacdo bioquimica (ETHELL, PASQUALE, 2005). Por
exemplo, o pescoco estreito do espinho pode prevenir o aumento do calcio citoplasmatico,
ou alternativamente, se houver menor resisténcia, possibilitar que a concentragao de calcio

seja rapidamente dissipada dentro do dendrito e se difunda para os espinhos proximos
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(SVOBODA et al., 1996). Isto pode facilitar a modificagdo de corrente elétrica local,
auxiliando na ocorréncia de atividade potencializada a longo prazo (ETHEL; PASQUALE,
2005). Por outro lado, os espinhos também podem funcionar como compartimentos
elétricos, onde a geometria do pescogo do espinho atua como um elemento de resisténcia a
passagem de corrente elétrica para o dendrito. Assim, causa uma diferenga de potencial
elétrico localmente, podendo ativar canais i6nicos dependentes de voltagem ou impor uma
diferenca de capacitancia com toda a arvore dendritica, de acordo com as propriedades

ativa ou passiva existentes (NIMCHINSKY et al., 2002).
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Figura 6. Esquema da ultraestrutura do espinho dendritico onde se observam a cabega e o
pescogo do espinho que emergem do dendrito adjacente na base da figura. Outros
elementos constituintes da estrutura do espinho ndo estdo demonstrados. PSD, densidade
pos-sinaptica; REL, reticulo endoplasmatico liso; VE, vesicula endocitica; Aparelho do
espinho; Filamento de actina, que formam o citoesqueleto do espinho; Polirribossomos
(adaptado de HERING; SHENG, 2001).

Alguns espinhos podem ser mutaveis em sua morfologia e esse processo reflete o
rearranjo rapido do citoesqueleto de actina em seu interior, o que pode levar a mudanga no

tamanho e no ntimero de espinhos (OERTNER; MATUS, 2005; TADA; SHENG, 2006).
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Em geral, os espinhos sdo classificados de acordo com sua morfologia com a seguinte
nomenclatura: “filopddio”, que ndo apresenta uma cabega definida e ¢ fino e comprido,
acredita-se que seja a forma precursora dos espinhos; “fino”, o qual apresenta pescogo fino
e pode ndao ter uma cabeca bem definida; “espesso”, que ndo apresenta pescoco
diferenciado, e se mostra como uma elevagdo maior do contorno dendritico; em forma de
“cogumelo”, como se depreende da sua nomenclatura e que parece ser o espinho mais
estavel (em termos de mudangas numéricas e contatos sinapticos duradouros); e,
“ramificado”, onde um pescoco pode dar origem a mais de uma cabeca de espinho
(PETERS, KAISERMAN-ABRAMOF, 1970; PETERS et al., 1991; HERING; SHENG,
2001; GONZALEZ-BURGOS, 2004; Figura 7).

Essas diferentes formas parecem ser reguladas por uma via que ¢ dependente da
atividade local, envolvendo o influxo de calcio através dos receptores de glutamato e dos
canais de calcio dependentes de voltagem (ETHEL; PASQUALE, 2005). De fato, muitas
proteinas que regulam o metabolismo dos filamentos de actina e assim, a morfologia dos

espinhos, sdo dependentes deste ion (MATUS, 2005). Por exemplo, sdo também constituin-

i
FILOPODIO FINO ESPESSO COGUMELO RAMIFICADO

Figura 7. Representagdo esquematica das diferentes morfologias dos espinhos dendriticos,
como se observa a microscopia Optica, surgindo a partir de uma linha de base que
representa o tronco dendritico (adaptado de HERING; SHENG, 2001).
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tes da estrutura dos espinhos dendriticos as proteinas “Shank™ e “Homer” que possuem a
funcdo de promover a organizagdo estrutural e molecular dos espinhos dendriticos
(MATUS, 2000; YUSTE; BONHOEFFER, 2001). A proteina ‘“Shank” consiste de
multiplos locais para interagdo protéica, incluindo varios dominios diferentes entre si
(NAISBITT et al., 1999; EHLERS, 1999). Esses varios dominios de interagdo se ligam a
“parceiros” especificos na PSD, os quais se relacionam com receptores NMDA, receptores
metabotropicos glutamatérgicos na membrana plasmatica, receptores de inositol trifosfato
no REL e na actina do citoesqueleto, todos contribuindo para a maturacao e especificidade
estrutural dos espinhos dendriticos (EHLERS, 1999; SALA et al., 2001). Em neur6nios em
desenvolvimento, a proteina “Shank” estimula a conversdao de espinhos com forma de
filopodio em espinhos com forma de “cogumelo” (SALA et al., 2001). Por sua vez, a
morfologia dos espinhos pode afetar a fungdo da sinapse que se esta a estabelecer
(OERTNER; MATUS, 2005; MATUS, 2005). Estudos recentes tém mostrado que a
ativacao dos receptores NMDA pode gerar mudangas rapidas na morfologia dos dendritos e
no recrutamento sinaptico dos receptores AMPA nos espinhos dendriticos. A ativacdo dos
receptores NMDA em neurdnios em cultura causa um aumento rapido e transitorio no
tamanho de espinhos pré-existentes ¢ a formacdo gradual de novos espinhos (LIN, et al.,
2004; MATUS, 2005). Espinhos com cabegas maiores sdo mais estaveis, expressam um
numero maior de receptores do tipo AMPA e contribuem para atividades sindpticas mais
intensas. Ao contrario, os espinhos com cabecas pequenas sdo “moveis”’ e instaveis e
contribuem para conexdes sinapticas que podem ser inclusive de tipo “silenciosas”,
chamadas assim, pois sdo sinapses inativas em condi¢oes tipicas (KASAI et al., 2003, mas

veja-se NIMCHINSKY et al., 2002).
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Constitui-se, desta forma, o estudo dos espinhos dendriticos uma area muito
importante para o entendimento das bases celulares de funcionamento do sistema nervoso.
A determinagdo do nimero de espinhos por segmento dendritico (e, daqui, sua densidade
por um dendritico) tem servido para estimar a maior ou menor ocorréncia de sinapses
(WOOLEY; McEWEN, 1993). A presente dissertacao trata de investigar o que ocorre com
a densidade de espinhos dendriticos com a técnica de Golgi, primeiro nos dois tipos de
neuronios multipolares da AMePD e, a seguir, em animais em diferentes condic¢des
experimentais, isto €, em ratos submetidos ou a um modelo de estresse (de conten¢do), ou
criados em “ambiente enriquecido” ou quando em idade avangada (velhice). Todos esses
dados sdo ainda inéditos e pioneiros dada a escassa literatura pertinente a AMePD (ou

também a AMe como um todo) nessas circunstancias.
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2. OBJETIVOS

2. 1. Gerais
Analisar a influéncia de diferentes condi¢des experimentais na densidade de
espinhos dendriticos de neurdnios, impregnados pela técnica de Golgi, na AMePD de ratos

machos adultos.

2. 2. Especificos

* Estudar a densidade de espinhos dendriticos presente nos dois tipos de
neuronios, bipenachados e estrelados, da AMePD de ratos machos adultos normais, nao
manipulados experimentalmente;

* Determinar a densidade de espinhos dendriticos de neurénios da AMePD de
ratos submetidos ao estresse de conten¢@o agudo (1 hora ou 6 horas em uma tnica sessdo) e
cronico (6 horas diarias durante 28 dias);

* Determinar a densidade de espinhos dendriticos de neurénios da AMePD de
ratos submetidos ao “enriquecimento ambiental” por 3 semanas.

* Determinar a densidade de espinhos dendriticos de neurénios da AMePD de

ratos velhos (24 meses de idade) comparado-a com a de ratos jovens (3-5 meses de idade).
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3. MATERIAL E METODOS

3. 1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar adultos (N = 36, ou seja, n = 6 em cada um
dos 6 grupos experimentais descritos a seguir), com 3-5 meses de idade (com excecao dos
animais velhos que tinham 24 meses no momento do estudo), obtidos no biotério do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS. Os animais foram mantidos em grupos
(no maximo cinco por caixa padrdo de biotério) com livre acesso a dgua e comida. A
temperatura foi mantida em torno de 20°C e em ciclo claro/escuro de 12 h cada. Todos os
esforgos foram feitos para minimizar o nimero de animais empregados ou seu sofrimento
ao longo dos experimentos. Para isso, todos os animais foram manipulados de acordo com
as leis internacionais de cuidado e ¢€tica com animais em laboratorio (Diretrizes da
Comunidade Européia de 24 de novembro de 1986, 86/609/EEC) e pelas normas brasileiras
de ética para experimentagdo animal (projeto aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Fundagao Faculdade Federal de Ciéncias Médica de Porto Alegre, sob cadastro 070/05,

parecer nimero 112-05).

3. 2. Procedimento experimental

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais, com n = 6 em

cada um deles:
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1. Para o estudo da densidade de espinhos dendriticos nos neurénios multipolares
bipenachados e estrelados encontrados na AMePD foram utilizados ratos machos adultos
nao manipulados experimentalmente, mantidos nas condi¢des descritas acima. Os mesmos

animais deveriam providenciar dados referentes aos dois tipos neuronais.

2. Para o estudo do efeito do estresse de contencdo, os animais foram divididos em
trés grupos: ratos submetidos ao estresse agudo de 1 hora, ratos submetidos ao estresse
agudo de 6 horas e ratos submetidos ao estresse cronico de 28 dias. A contencdo foi
realizada em tubos metalicos de arame (25 cm de comprimento € 7 cm de didmetro) por 1 h
em um Unico dia (das 10 as 11 horas) no primeiro grupo; 6 horas em um unico dia (das 10
as 16 horas) no segundo grupo; ou, por 6 horas e durante 28 dias consecutivos no ultimo
grupo. Os animais do grupo submetido ao estresse cronico de contencdo (por 28 dias)
foram recolocados em suas caixas padrao (3 a 4 animais por caixa) cada dia apds o final das

6 h do experimento.

3. Para o estudo do efeito do “enriquecimento ambiental”, os ratos foram mantidos
em caixas padrao de biotério até atingir a idade adulta e, a seguir, foram selecionados
aleatoriamente e colocados em ambiente com novos e multiplos estimulos. As caixas do
“ambiente enriquecido” mediam 62 x 81 x 45 cm e continham em seu interior bolas,
escadas, tubos e rodas. A limpeza da caixa era feita freqiientemente (como padrdo em
biotério) e os objetos no interior da caixa eram reposicionados e trocados a cada semana.

Os animais permaneceram 3 semanas nesta condicao.
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4. Para o estudo do envelhecimento, os animais ficaram em suas caixas padrdo de
biotério, em grupos de 4 animais por caixa, durante 24 meses. Foram manipulados somente
0 necessario para sua criagdo e alimentacao, como padrdo em biotério. Somente os animais
que ndo apresentavam sinais externos obvios de patologia quando desta idade avangada

foram selecionados para compor este grupo.

Para os procedimentos 2, 3 e 4 acima descritos, um mesmo grupo controle foi
utilizado e adveio do primeiro experimento. Isto € relevante para a analise dos resultados,
pois este grupo constituiu-se de ratos machos adultos e ndo submetidos a qualquer
tratamento experimental, além dos cuidados para sua criagdo. O valor de densidade de
espinhos dendriticos da AMePD deste grupo controle serviu como referencial para as
comparagdes feitas nos grupos dos experimentos 2, 3 ¢ 4 e estdo de acordo com o que
previamente havia sido relatado na literatura para outros ratos machos em idade adulta

(RASIA-FILHO et al., 2004), como descrito a seguir nos Resultados.

3.2.1. Técnica de Golgi

Ao final dos periodos experimentais descritos acima, todos os animais foram
submetidos a técnica de Golgi, conforme descrito por Gabbot e Somogyi (1984), Woolley e
McEwen (1993) e Rasia-Filho e cols. (1999, 2004). Para tanto, os ratos de todos os grupos
experimentais foram profundamente anestesiados com tiopental sddico (50 mg/kg por via
1.p.; Cristalia, Brasil), a seguir receberam heparina (1.000 UI; Cristalia, Brasil), ao mesmo
tempo que eram perfundidos, por via transcardiaca, com uma solucdo de paraformaldeido

4%, acido picrico 1,5% e tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4). A seguir, os encéfalos foram
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retirados ¢ mantidos na mesma solugdo fixadora por mais 24 h sendo, entdo, seccionados
em vibratomo (Leica, Alemanha) em cortes coronais de 200 um de espessura. Esses cortes
foram imersos em solu¢@o de dicromato de potassio (Merck, Alemanha) 3% por 24 h e ao
abrigo da luz. Apoés isto, foram lavados em agua destilada, colocados entre laminulas
sobrepostas e mergulhados em solugdo de nitrato de prata (Merck, Alemanha) 1,5% por no
minimo 48 h e resguardados da luz. Apos esse periodo, os cortes foram lavados com agua
destilada, montados em laminas histologicas, desidratados em alcool, clareados com xilol e
cobertos com balsamo do Canadé e laminulas (para maiores detalhes, veja Dall’Oglio et al,
no prelo).

No grupo controle e nos animais submetidos ao estresse de conten¢do, apos a
anestesia, mas antes da perfusdo transcardiaca com a substancia fixadora, fez-se incisao
abdominal para a disseccdo e retirada bilateral das glandulas adrenais. Para compor os
dados, alguns animais ndo submetidos a técnica de Golgi, mas sim a todo o restante do
procedimento de manipulagdo experimental, foram também utilizados para esse proposito.
Neste caso, o numero de ratos por grupo variou entre 7 (animais submetidos ao estresse de
contencdo de 1h e por 6 h) e 8 (controle e animais submetidos ao estresse cronico). Apos
serem retiradas, as adrenais de ambos os lados foram colocadas em papel absorvente e

imediatamente pesadas em balanca de precisao (Marte, Sao Paulo).

3. 3. Aquisicao de dados

Para a localizagdo precisa da AMePD foi utilizado como referencial anatomico o

atlas das coordenadas estercotaxicas do encéfalo do rato de Paxinos e Watson (1998) e as
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descrigoes da AMe de Alheid e cols. (1995) e Canteras e cols. (1995). As secc¢des contendo
a AMePD foram projetadas em desenhos esquematicos de cortes coronais do encéfalo
localizados 3,14 a 3,30 mm posterior a sutura bregmatica (PAXINOS; WATSON, 1998;
Figura 2). Os locais onde puderam ser identificados neurdnios na AMePD foram
selecionadas para estudo em microscopio optico (Olympus BX-41, Japao). Os cortes do
encéfalo que apresentavam aproximadamente o mesmo tamanho foram usados para analise,
e foram descartados aqueles que pareceram “retraidos” demasiadamente devido ao
procedimento histologico per se e que poderiam gerar resultados incorretos. O niimero de
neurdnios impregnados pela técnica de Golgi variou de sec¢do para seccdo e, por isso,
ambos os lados do encéfalo foram utilizados para a coleta de dados (GOMEZ; NEWMAN,
1991, RASIA-FILHO et al., 1999).

Necessariamente, para serem selecionados para posterior estudo, os neurdnios
tiveram que ser julgados quanto aos seguintes critérios: a) localizar-se indubitavelmente na
regido desejada, isto ¢, na AMePD, mas relativamente afastados de seus bordos limitrofes,
como precaucao para nao se coletar dados de outras areas vizinhas a area de interesse; b)
ter, no minimo, seus primeiros 40 um bem impregnados; c) ter espinhos claramente
distinguiveis; e, d) estar relativamente isolados das demais células vizinhas. Apds isto, os
dendritos e os espinhos foram desenhados com auxilio de camara clara acoplada a
microscopio Optico e em aumento de 1000 X. A densidade de espinhos foi calculada como
a relacdo do numero total de espinhos divididos pelo comprimento dendritico estudado, o
qual foi mensurado utilizando-se programa de analise de imagens (Image Pro-Plus 4.1,

Media Cybernetica, EUA). Os valores foram expressos como numero de espinho/um
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dendritico, donde sua densidade foi estabelecida (RASIA-FILHO et al., 2004; DE

CASTILHOS et al., 20006).

Seis ratos diferentes foram estudadas em cada grupo experimental, guardados os
comentarios apresentados anteriormente no ‘“Procedimento Experimental” para o primeiro
grupo de ratos. Cada rato contribuiu com 8 dendritos diferentes. Cada dendrito adveio de
um neurdnio distinto dos demais, selecionados conforme descrito anteriormente. Desta
forma, ao total, sempre 48 dados foram obtidos para cada tipo celular no primeiro
experimento ou de ambos os tipos celulares em cada grupo estudado nos demais

experimentos.

No presente estudo, os espinhos foram diretamente contados a partir dos desenhos
feitos ao longo dos primeiros 40 um de comprimento dendritico. Este critério foi escolhido
baseado em experimentos prévios (RASIA-FILHO et al., 1999; 2004) nos quais a
densidade de espinhos dendriticos nos primeiros 40 wm mostrou-se ser representativa de
valores obtidos até comprimentos dendriticos maiores, como até 160 um a partir do soma
em neuronios da AMePD de ratas (N = 10 neuronios). Além disso, o nivel de arborizagao
dendritica (primaria ou secundaria) ndo pareceu influenciar a densidade de espinhos nos
neuronios da AMePD (RASIA-FILHO et al., 2004). Neste ponto, para avaliagao dos dados
obtidos, faz-se necessario comentar que o tamanho pequeno da AMePD, o grau aleatério e
incompleto de impregnagao neuronal que pode ocorrer com a técnica de Golgi e os critérios
de inclusdo dos neurdnios para estudo tornam esses experimentos dificeis de serem
realizados. E uma limitagdo técnica deste tipo de experimento, no entanto, que nio se possa
saber qual a real quantidade de espinhos dendriticos ao longo de todos os dendritos em cada

neuronio estudado (MITRA et al., 2005) ou, que todos os ramos dendriticos em cada
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neurdnio possam ser medidos adequadamente quanto a seu comprimento (CLAIBORNE et
al., 1990; BANNISTER; LARKMAN; 1995). Nem que, sendo inerente quando se emprega
o método de Golgi, que se consiga estabelecer quais neurénios sao mais sensiveis a um tipo
de manipulagdo experimental, ou ac¢do hormonal, ou aferéncia sindptica especifica

(GABBOTT; SOMOGY]I, 1984; WOOLLEY; McEWEN, 1993).

3. 4. Analise estatistica

Os dados da densidade de espinhos dendriticos dos dois tipos de neuronios
multipolares encontrados na AMePD, bipenachados e estrelados, apresentaram distribuicao
normal (teste de Kolmogorov-Smirnoff) e foram comparados pelo teste “t” de Student para
dados pareados, uma vez que de cada rato obtiveram-se resultados para esses dois tipos de
células. Neste caso, necessariamente, utilizou-se a média da densidade de espinhos
dendriticos obtida em cada rato para comparagao e para determinagao do grau de liberdade
e valor critico de “p”. Como serd descrito a seguir, ndo houve diferenga estatisticamente
significante nesta comparacao. Por isso, aleatoriamente selecionou-se parte dos resultados

desses dois tipos celulares, os quais foram agrupados para formar um valor controle e de

referéncia para os grupos experimentais estudados a seguir.

Nos dados dos grupos estudados em diferentes condigdes (estresse de contencgao,
“ambiente enriquecido” ou em idade avangada), igualmente encontrou-se distribui¢do
normal nos dados (teste de Kolmogorov-Smirnoff) e homogeneidade nas variancias (teste

de Bartlett). Como h4 uma discussdo entre estatisticos quanto ao melhor procedimento
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estatistico a empregar (vide Zar, 2004), inicialmente fez-se uso do teste da analise da
variancia (ANOVA) hierarquica para identificar se todos os valores de cada rato de cada
grupo estudado poderiam ser testados em conjunto ou, se deveriam ser feitas médias dos
valores de cada rato, o que, em ambos os casos, afeta o grau de liberdade e o valor critico
de “p” para comparacdes. Nos casos aqui descritos, concluiu-se pela necessidade de se
empregar médias nos calculos, uma vez que houve diferenca estatisticamente significativa
na contribui¢do de cada rato nos resultados de seu grupo experimental (p < 0,05; dados nao

apresentados).

Desta forma, e porque empregou-se um mesmo grupo controle, os dados de
densidade de espinhos dendriticos foram analisados em conjunto pela ANOVA de uma via.
Ou seja, devido ao desenho experimental no qual o grupo controle (ratos adultos nao
submetidos a qualquer tratamento) ¢ o mesmo para comparacdo com todos 0s grupos
estudados, os dados obtidos dos animais apos estresse o de contencdo de 1 hora, o estresse
de contengdo por 6 horas, o estresse de contengdo cronico por 28 dias, o “enriquecimento
ambiental” e o envelhecimento foram comparados em conjunto inicialmente. Teste post-
hoc foi feito, na seqiiéncia, para realizar as compara¢des pertinentes entre os grupos
experimentais € o grupo controle. Desta forma, o teste de Tukey para comparacdes
multiplas foi utilizado para comparar os valores nos trés grupos submetidos ao estresse de
contengdo e o grupo controle, para os dados dos animais criados em “ambiente
enriquecido” e o grupo controle e, em separado, para o grupo dos ratos velhos tendo os
valores controle também como referencial (ZOLMAN, 1993; MOTULSKY, 1995; ZAR,

2004; S. Callegari-Jacques, comunicagdo pessoal).
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Os valores relativos ao peso das adrenais dos grupos controle e submetidos ao
estresse de contengdo foram comparados pela ANOVA de uma via e pelo teste post hoc de

Tukey (ZAR, 2004).

O nivel de significancia em todos os casos foi estabelecido em p < 0,05.
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4. RESULTADOS

Densidade de espinhos dendriticos em neurdnios bipenachados e estrelados da

AMePD de animais ndo manipulados experimentalmente

O primeiro objetivo do presente trabalho foi determinar se had diferenga na
densidade de espinhos dendriticos nos dois tipos de células multipolares da AMePD de
ratos machos adultos. Fotomicrografias representativas desses neurdnios, com seus
espinhos dendriticos, podem ser observadas na Figura 8 e, os desenhos dos espinhos nos
primeiros 40 um dendriticos, na Figura 9. A densidade de espinhos por micrometro
dendritico obtida (como média + erro padrdo da média) encontra-se na Figura 10. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa na densidade de espinhos dendriticos quando
comparados os valores de neurdnios bipenachados e estrelados (p = 0,6).

Esses resultados estdo apresentados também no Anexo 1, como parte de artigo

aceito para publica¢do (DE CASTILHOS et al., 2006).
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Densidade de espinhos dendriticos em neurdnios da AMePD de animais

estudados em diferentes condicdes experimentais

Como os neurdnios bipenachados e estrelados ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa na densidade de espinhos dendriticos entre si, ambos os tipos
celulares contribuiram com parte dos dados e foram somados para gerar um grupo controle
(com 48 dados ao total, obtidos dos animais estudados neste experimento). O valor médio
da densidade de espinhos dendriticos (em torno de 3,0; Figura 10) estd de acordo com o que
foi previamente descrito para ratos machos adultos normais (RASIA-FILHO et al., 2004).
Baseado nisto, nos grupos experimentais estudados a seguir, os dois tipos morfoldgicos
contribuiram indistintamente para os valores finais obtidos.

Fotomicrografias representativas de neurdonios onde se observam espinhos
dendriticos, bem como os desenhos desses espinhos nos primeiros 40 pum dendriticos de
animais adultos ndo manipulados (controle) e de ratos submetidos ao estresse de contencao
por 1 h, por 6 h ou por 28 dias, mantidos em “ambiente enriquecido” ou em idade avangada
sdo representados nas Figuras 11-14.

O resultado do teste da ANOVA de uma via evidenciam que 0s grupos nas
diferentes condi¢des experimentais apresentaram diferenga estatisticamente significativa
quando comparados entre si [F(5,35) = 10,736; p < 0,01]. O teste post-hoc demonstrou que
o grupo submetido ao estresse de contengdo por 1 h apresentou uma menor densidade de
espinhos dendriticos na AMePD em comparacdo ao grupo controle (p < 0,01). Tal redugao
foi de mais de 34% em relacdo aos valores normais (Figura 15). Ja os grupos submetidos ao
estresse de contengdo por 6 h ou por 28 dias ndo apresentaram diferenca estatisticamente

significativa em relagdo ao grupo controle (p > 0,05; Figura 15). Adicionalmente, a
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densidade de espinhos dendriticos ¢ menor em animais submetidos a situagdao de estresse
agudo por 1 h do que durante 6 h (p < 0,01) ou por 28 dias (p < 0,001). A densidade de
espinhos dendriticos ¢ também menor no grupo submetido ao estresse por 6 h quando
comparado com o grupo submetido ao estresse cronico (p < 0,05; Figura 15).

O peso relativo das adrenais (peso das adrenais em mg/peso corporal em g x 100,
conforme WATANABE et al., 1992) apresentou diferenca estatisticamente significante
entre os grupos controle e os submetidos ao estresse de contengdo [F (3,29) = 48.576; p <
0.01]. O teste post hoc indicou que: a) o grupo submetido ao estresse de contengdo por 1 h
nao apresentou diferenga significativa no peso relativo das adrenais em relagdo ao grupo
controle (p < 0,05); b) o grupo submetido ao estresse de contengdo por 6 h apresentou peso
relativo das adrenais maior do que o grupo controle e do que o grupo submetido ao estresse
por 1 h (p < 0,05) e, ¢) o grupo estressado cronicamente, o peso relativo das adrenais €
maior do que em qualquer outro dos grupos estudados, ou seja, estressado por 1 h ou por 6
h e grupo controle (p <0,01; Figura 16).

O teste post hoc também indicou que o grupo submetido ao “enriquecimento
ambiental” apresentou uma diminui¢do significativa na densidade de espinhos dendriticos
em relagdo ao grupo controle (p < 0,05). Tal reducdo foi de aproximadamente 19% (Figura
17). Finalmente, quando também comparado ao grupo controle, os ratos velhos nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa no valor da densidade de espinhos

dendriticos (p > 0,05; Figura 17).
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Figura 8. Fotomicrografias de neuronios bipenachados (A) e (A’) e estrelados (B) e (B’),
impregnados pela técnica de Golgi, da amigdala medial pdstero-dorsal de ratos machos
adultos nao manipulados experimentalmente. As setas indicam alguns espinhos dendriticos.
Barrade Ae B =30 um; A’ ¢ B> =20 pum.
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Figura 9. Desenhos esquematicos feitos em camara clara, acoplada a microscopio optico,
dos espinhos dos primeiros 40 um dendriticos de neurdnios bipenachado (A) e estrelado
(B), impregnados pela técnica de Golgi, da amigdala medial postero-dorsal de ratos machos
adultos e ndo manipulados experimentalmente. A morfologia dos espinhos dendriticos pode
nao ser idéntica a real por razdes técnicas. Barra =10 um.
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Figura 10. Densidade de espinhos dendriticos (média + e.p.m.) obtida nos primeiros 40 pm
dendriticos de neuronios bipenachados e estrelados, impregnados pela técnica de Golgi, da
amigdala medial postero-dorsal (AMePD) de ratos machos adultos e ndo manipulados
experimentalmente. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
(teste t de Student; p = 0,6).



55

Figura 11. Fotomicrografias de neurdnios, impregnados pela técnica de Golgi, da amigdala
medial postero-dorsal dos grupos controle (machos adultos e ndo manipulados
experimentalmente) ou submetidos ao procedimento de estresse de contencdo com
diferentes periodos de duracdo. (A) grupo controle (A’) detalhe dos espinhos do grupo
controle em maior aumento; (B) e (B’) grupo submetido ao estresse de contencao por 1 h
(C) e (C°) grupo submetido ao estresse de contengao por 6 h (D) e (D’) grupo submetido ao
estresse de contencdo por 28 dias. Setas indicam alguns espinhos dendriticos. Barra de (A),
(B), (C) e (D) =30 um; (A7), (B’), (C*) e (D7) =20 pm.
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Figura 12. Fotomicrografias de neurdnios, impregnados pela técnica de Golgi, da amigdala
medial postero-dorsal de ratos dos grupos controle (machos adultos e ndo manipulados
experimentalmente) ou submetidos ao “ambiente enriquecido” por 3 semanas. (A) grupo
controle, (A’) detalhe dos espinhos do grupo controle em maior aumento; (B) e (B”) grupo
submetido ao “enriquecimento ambiental”. Setas indicam alguns espinhos dendriticos.
Barrade Ae B =30 um; A’ e B’=20 pm.
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Figura 13. Fotomicrografias de neurdnios, impregnados pela técnica de Golgi, da amigdala
medial postero-dorsal de ratos do grupo controle (machos adultos e ndo manipulados
experimentalmente, com 3-5 meses de idade) ou do grupo de animais velhos, com 24 meses
de idade. (A) grupo controle, (A’) detalhe dos espinhos do grupo controle em maior
aumento; (B) e (B’) grupo de animais estudados em idade avancada. Setas indicam alguns
espinhos dendriticos. Barrade A e B =30 um; A’ e B’ =20 pm.
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Figura 14. Desenhos esquematicos feitos em camara clara dos espinhos dos primeiros 40
um dendriticos de neurdnios, impregnados pela técnica de Golgi, da amigdala medial
postero-dorsal dos seguintes grupos experimentais: (A) controle (machos adultos e nao
manipulados experimentalmente); (B) submetido a estresse de contengdo por 1 h; (C)
submetido a estresse de contengdo por 6 h; (D) submetido a estresse de contencdo por 28
dias; (E) mantido em “ambiente enriquecido” durante 3 semanas e (F) animais velhos com
24 meses de idade. A morfologia dos espinhos dendriticos pode nao ser idéntica a real por
razdes técnicas. Barra = 10 um.
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Figura 15. Densidade de espinhos dendriticos (média + e.p.m.) obtida nos primeiros 40 pm
dendriticos de neurdnios, impregnados pela técnica de Golgi, da amigdala medial postero-
dorsal (AMePD) dos grupos controle (machos adultos e ndao manipulados
experimentalmente), submetido a estresse de contengdo por 1 h, submetido a estresse de
contengdo por 6 h ou submetido a estresse de contencgao por 28 dias.

* p < 0,01 quando comparado aos demais grupos experimentais (ap0s teste da andlise da
variancia de uma via e teste post-hoc de Tukey);

® p < 0,05 quando comparado com o grupo submetido ao estresse durante 28 dias (ap6s
teste da andlise da variancia de uma via e teste post-hoc de Tukey).
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Figura 16. Peso relativo das adrenais (valor relativo em mg/peso corporal do rato em g x
100, calculado conforme Watanabe et al. 1992) dos grupos controle (machos adultos e ndo
manipulados experimentalmente), submetido ao estresse de contencao por 1 h, submetido a
estresse de contengdo por 6 h ou submetido a estresse de contengao por 28 dias.

* p < 0,05 quando comparado ao grupo controle e ao grupo submetido a estresse por 1 h
(ap0s teste da analise da varidncia de uma via e teste post-hoc de Tukey);

P p < 0,001 quando comparados ao grupo controle, ao grupo submetido a estresse por 1 h e
ao grupo submetido a estresse por 6 h (apos teste da analise da varidncia de uma via e teste
post-hoc de Tukey).
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Figura 17. Densidade de espinhos dendriticos (média + e.p.m.) obtida nos primeiros 40 pm
dendriticos de neurdnios, impregnados pela técnica de Golgi, da amigdala medial postero-
dorsal (AMePD) dos grupos controle (machos adultos e ndao manipulados
experimentalmente com 3-5 meses de idade), submetido ao “enriquecimento ambiental”
durante 3 semanas ou animais velhos (24 meses de idade).

*p < 0,05 quando comparado ao grupo controle (apds teste da analise da varidncia de uma
via e teste post-hoc de Tukey).
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5. DISCUSSAO

Os dados da presente dissertagdo confirmam que, de acordo com a forma do corpo
celular e o nimero de ramificagdes dendriticas primarias, dois diferentes tipos de neuronios
multipolares sdo encontrados na AMePD: os de tipo bipenachados (com dois ramos
dendriticos primadrios partindo do soma) e os estrelados (com mais de dois dendritos
partindo do soma; RASIA-FILHO et al., 1999). Da mesma forma, as ramificagdes
dendriticas desses neuronios da AMePD apresentam espinhos pleomorficos (como descrito
por RASTA-FILHO et al., 1999 e 2004).

Nao se pode, por razdes técnicas do método de Golgi, afirmar plenamente que
todos os neurdnios da regido estudada tém a mesma caracteristica morfofuncional ou
passam pelas mesmas modificagdes induzidas por estimulos diversos. Mas, devido as
amostras aqui descritas apresentarem uma distribui¢do normal € o pequeno erro padrao da
média, parece ser plausivel supor que eles representem dados de uma mesma populagao
neuronal (RASIA-FILHO et al., 1999). E inerente & técnica que ndo se observem todos os
espinhos que realmente existem nos ramos dendriticos estudados; no entanto, todos os
grupos experimentais foram submetidos as mesmas condi¢des de avaliagcdo da densidade de
espinhos. E o nimero de espinhos, mesmo que indiretamente, poderia indicar a quantidade

relativa de sinapses que estdo ocorrendo em um dado neurénio (MITRA et al. 2005).
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Com isso, os presentes dados sugerem que ndo ha diferenca na densidade de
espinhos dendriticos nos neuroénios multipolares da AMePD de ratos, o que poderia sugerir
que o mesmo aporte sinaptico estd ocorrendo nas duas células, pelo menos nos seus
primeiros 40 micrometros dendriticos. E possivel, todavia, que essas células ainda
processem informacdo diferentemente, dada a maior superficie dendritica que pode
supostamente ocorrer em neurdnios estrelados. Nao ha dados disponiveis at¢ o momento
sobre a fungdo dos espinhos dendriticos dos neurénios da AMePD (por exemplo, se eles
formam sinapses “silenciosas” ou verdadeiras, se sao espinhos maduros ou imaturos ou se
sdo estaveis ou instaveis) que possam ser comparados aos dados apresentados aqui para se
entender qual o papel deles nessa regido. Estudos adicionais, que procurem investigar
quanto os espinhos da AMePD participam do processamento de informagao sinaptica, bem
como a descri¢do neuroquimica mais completa da regido, com seus circuitos de aferéncia,

eferéncia e locais, fornecerdo melhor entendimento desse dado.

Os resultados também demonstram diminuigdo significativa da densidade de
espinhos dendriticos na AMePD no grupo de animais submetidos ao estresse de contengao
durante 1 hora. Nos grupos mantidos sob estresse de conten¢do por 6 h e por 28 dias ndo
foram detectadas alteracdes na densidade de espinhos, quando comparados ao grupo
controle. Quanto ao peso relativo das adrenais, o grupo que passou por tal estresse durante
1 h ndo apresentou diferencga significativa neste pardmetro em relagdo ao grupo controle.
Este valor aumentou significativamente no grupo submetido ao estresse por 6 h e atingiu os
maiores valores no grupo estudado ap6s 28 dias de contengdo. Igualmente foi demonstrada
diminui¢do significativa na densidade de espinhos dendriticos no grupo submetido ao

“ambiente enriquecido” por 3 semanas quando comparado aos valores obtidos em animais
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mantidos em condi¢des padrdo de biotério. O grupo de animais velhos ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa na densidade de espinhos dendriticos quando

comparado ao grupo controle composto por ratos adultos jovens.

Quanto aos resultados obtidos nos grupos submetidos ao estresse de contengdo, o
peso das adrenais pode ser relacionado a magnitude da condigdo adversa a qual o animal
estd submetido. Ou seja, Watanabe e cols. (1992) demonstraram que o estresse de
contengdo cronico (durante 21 dias, 6 horas por dia) resultou em aumento do peso relativo
das glandulas adrenais e, concomitantemente, dos niveis de corticosterona em circulagao.
Com base nisso, sem desmerecer o que ocorre ap6s 1 h de contengdo, pode-se entender que
0 estresse por 6 h e o estresse cronico por 28 dias constituiram estimulos realmente potentes
para os animais submetidos a tal condi¢do experimental. Esses dados confirmam a
metodologia empregada, estdo de acordo com a literatura e se correlacionam diretamente
com os niveis plasmaticos de corticosterona em ratos (GAMALLO et al. 1986), razdo pela
qual se acredita que os niveis desse esteréide também se encontravam elevados nos animais
aqui estudados.

Mas o achado sobre o numero de espinhos dendriticos na AMePD ¢ intrigante.
Mudancas na densidade de espinhos dendriticos € na estrutura dendritica de diferentes
regides do SNC induzidas pelo estresse de contencdo cronico tém sido descritas na
literatura (RADLEY et al., 2005; STEWART et al., 2005). Por exemplo, ocorre atrofia nos
dendritos dos neurdnios piramidais da regido CA3 hipocampal em ratos que foram
submetidos ao estresse de contengdo cronico (WATANABE et al., 1992) ao mesmo tempo
em que hd um aumento da quantidade de espinhos dendriticos nessas células, no que se

supde seja um efeito compensatorio a diminui¢do da superficie dendritica de contato
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sinaptico (SUNANDA et al., 1995). Com outro protocolo experimental considerado como
estimulo moderado (durante 7 dias, 10 minutos de contengdo por dia), observou-se atrofia
dos dendritos mais distais € ramos proximais se tornaram mais escassos em neurdnios
piramidais das camadas II-IIT do cortex cerebral pré-frontal (BROWN et al., 2005). Se o
estresse de contencao for de duragdo mais longa (durante 21 dias, contengdo de 3 horas por
dia), o mesmo ¢ capaz de gerar uma diminuicao significativa no nimero de ramificagdes e
no comprimento dos ramos de dendritos apicais dos neurdnios piramidais das camadas II-
IIT do cortex pré-frontal (COOK; WELLMAN, 2004). Por outro lado, diferentemente dos
neurdnios piramidais da area CA3 do hipocampo, e dos neurdnios piramidais das camadas
II-II1 do coértex pré-frontal, os neurénios do BNST e da ACe ndo exibiram atrofia dendritica
em um modelo de estresse de contengao considerado cronico (durante 10 dias, contengdo de
2 horas por dia). Ao contrario, ou os dendritos permaneceram inafetados na ACe ou
apresentaram aumento de arborizagdo no BNST (VYAS et al., 2003). Com esse mesmo
protocolo para gerar estresse, demonstrou-se aumento da arborizagdo dos neurdnios
piramidais e estrelados da AMBI (VYAS et al., 2002) e aumento no niimero de espinhos
dendriticos nos neurdnios piramidais da AMBI (RADLEY; MORRISON, 2005).

Uma das formas mais completas para avaliacdo plena do comprimento dendritico
total é a reconstrugio tridimensional de imagens (HOWARD et al., 1992; FAIREN, 2005;
WEARNE et al., 2005). Infelizmente, isto ndo esta disponivel neste momento para poder
ser aplicado nos dados aqui relatados, pois ndo ha dados na literatura com relagcdo a
morfologia dos dendritos nos neurdnios da AMe nem como um todo, nem estudada por
subnucleos, apds estresse de contencdao. Além disso, os protocolos de duragdo do estresse
de contengdo variam de estudo para estudo. Desta forma, guardadas as proporgdes com

relagdo a regido da amigdala estudada e quanto ao periodo de estresse utilizado nos
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trabalhos citados, hd algumas hipoteses para explicar os resultados obtidos apds 1 h de
estresse de contengdo e outras para explicar a manuten¢do da quantidade de espinhos nos
primeiros 40 pm dendriticos nos grupo submetidos ao estresse por 6 h ou por 28 dias.

O fato de ocorrer menor densidade de espinhos dendriticos na AMePD em
situacdo de estresse agudo (1h), e 0 mesmo valor em ratos controle e nos grupo submetidos
a contencao por 6 h ou ao estimulo estressante cronico, sugere uma variacdo rapida na
atividade sinaptica local. H4 relato de que os glicocorticdides podem modificar a estrutura
dos espinhos dendriticos por via ndo genOmica; mas, no entanto, sdo pouquissimos 0s
dados na literatura sobre essa modulagdo rapida na quantidade de espinhos
(KOMASTUZAKI et al., 2005). Por exemplo, ap6és 1 h de administracdo de dexametasona,
agonista total e especifico dos GR, observou-se aumento na densidade e alteragdo na
morfologia dos espinhos dendriticos de neurdnios microinjetados com Lucifer-Yelow na
regido CA1 do hipocampo de ratos adultos (KOMASTUZAKI et al., 2005). Esse efeito foi
considerado como ndo gendmico, ja que a cicloeximida, um inibidor da sintese protéica,
ndo foi capaz de suprimir o efeito da dexametasona. Além disso, esse efeito rapido (1 h) €
diferente da via classica de acdo dos esteroides, a qual envolve a sintese de novas proteinas
e necessita de mais horas (5-24 h) para ocorrer (KOMASTUZAKI et al., 2005). Dado o
papel antagonico do hipocampo e da amigdala na ativagdo do eixo HPA (FELDMAN et al.,
1995; HERMAN; CULLINAN, 1997), poder-se-ia supor que ha pistas para que o efeito da
elevacdo dos niveis plasmaticos dos hormonios relacionados ao estresse, como no caso dos
glicocorticoides, contribua diferentemente para modificar a densidade de espinhos
dendriticos nessas duas regides. Ou seja, aumentando-a no hipocampo (KOMASTUZAKI
et al., 2005) e diminuindo-a na AMePD, como demonstrado aqui. Esta hipdtese plausivel

precisa, por conseguinte, ser ratificada ou retificada com outros experimentos.
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Assim como ha diferencgas estruturais em diferentes nticleos em resposta ao estresse
de contencdo cronico, como descrito previamente, hd papel diferente dessas estruturas na
regulacdo do eixo HPA. O hipocampo e o cortex pré-frontal sdo inibitérios a ativacao do
eixo HPA, enquanto a amigdala estd implicada na ativagdo deste e na secre¢ao de
corticosterona (FELDMAN et al., 1995; HERMAN; CULLINAN, 1997). Também isso
esta de acordo com os achados de que a influéncia da amigdala no sistema HPA ¢
grandemente mediada pela AMe e ACe (HERMAN et al., 2005). Especificamente, lesdes
na AMe reduzem a secrecdo de ACTH e/ou corticosterona ap6s uma situagdo de estresse
em ratos (FELDMAN et al., 1994). E, neste sentido, ¢ muito relevante a conexao
bidirecional que existe entre a AMePD e a porgdo principal do BNST (COOKE;
SIMERLY, 2005) e deste com a regulagdao da sintese de CRH no nucleo paraventricular
hipotalamico (HERMAN et al., 1994).

Em sendo assim, a manutengao da densidade de espinhos dendriticos na AMePD em
situacdo de estresse de conteng¢do por 6 h ou por 28 dias, quando comparado ao grupo
controle, poderia ser explicado, pelo menos em parte, pela persistente ativacdo do eixo
HPA e a expressio de CRH na amigdala e pelas manifestagdes neuroendocrinas e
comportamentais que pode decorrer do estresse cronico (MAKINO et al., 2002). O eixo
HPA continua a responder em situagdes de estresse cronico visto que o nivel de
glicocorticoides plasmaticos foi mais elevado ao final da segunda e da terceira semanas, em
comparacao ao primeiro dia, em animais submetidos a estresse de contencdo diario de 6 h
(MURAKAMI et al., 2005). As células da glia, outros hormdnios e citocinas locais podem
estar relacionados com o estimulo estressante e o processamento da informacdo pela
AMePD, embora pouco seja sabido neste momento a este respeito. Zhou e cols. (2005)

sugerem que a manuten¢do ou mesmo aumento na atividade de circuitos neurais podem
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contrapor os efeitos deletérios do estresse no sistema nervoso e suas conseqiiéncias
“alostaticas”. A presenga de uma maior densidade de espinhos dendriticos no grupo
submetido a estresse por 28 dias, quando comparado aos grupos submetidos ao estresse por
6 ou por 1 h, pode significar uma habitua¢do ao estimulo inicial para manutencdo de
maiores entradas de estimulos sensoriais na AMePD ou para o processamento emocional e
mnemonico do estimulo estressante. De acordo com a primeira idéia e com o dado de
manuten¢do na densidade de espinhos dendriticos na AMePD apos estresse cronico, esta
relatado que ocorre adaptagdo da expressdo de c-fos na AMe de ratos apoOs o estresse de
contengao cronico (durante 10 dias, 60 min por dia; CHEN; HERBERT, 1995).

Ademais, somam-se as possibilidades de relagdo entre variagdo comportamental e
modificagdo na densidade de espinhos dendriticos na AMePD. Além das alteragdes
reprodutivas que se observam em animais estressados (NELSON, 2005), animais que
passam por contencdo durante 6 h diminuem significativamente a incidéncia de agressao
entre si. Por outro lado, o estresse cronico (durante 21 dias, 6 horas por dia) foi capaz de
elevar significativamente o comportamento agressivo entre os ratos estressados (WOOD et
al., 2003). Igualmente, as respostas comportamentais ao medo condicionado encontraram-
se aumentadas apds 3 semanas de estresse de contengdo em ratos (CONRAD et al. 1999).
Esses comportamentos citados também sdo modulados pela AMe (vide Introdugdo). Como
jéa estd demonstrada uma correlagdo entre o aumento de espinhos dendriticos na AMBI e o
aumento do comportamento de ansiedade em ratos (MITRA et al., 2005), poder-se-ia supor
que os espinhos dendriticos na AMePD de animais submetidos a estresse cronico também
poderiam se relacionar com o processamento de informagdo necessaria para o animal se

adaptar a sua condicao de vida e ao estimulo aversivo percebido e com a modulagdo dos



69

comportamentos decorrentes disto. Igualmente neste ponto, novas linhas de pesquisa

surgem a partir dos dados encontrados.

Os resultados também indicam que ocorre uma diminuicdo da densidade de
espinhos dendriticos nos animais submetidos ao “enriquecimento ambiental” em relagdo ao
grupo controle. Isto contraria uma de nossas hipoteses iniciais de trabalho e a explicacao
ndo ¢ de todo facil. Animais mantidos em “ambiente enriquecido” apresentam redugao
significativa dos valores basais de ACTH e corticosterona e podem ter atenuada a atividade
do eixo HPA antes ou ap6s uma condicdo estressante (BELZ et al. 2003). Com isso, poder-
se-ia sugerir alguma ligagdo com os dados obtidos no experimento anterior. Por exemplo,
se ocorre aumento na densidade de espinhos dendriticos em ratos submetidos a estresse
cronico até fazer chegar ao valor controle, uma menor quantidade de espinhos poderia ser
observada quando hd menor atividade do eixo HPA. Tal raciocinio direto, no entanto, ndo ¢
comprovado com o que ocorre no grupo de ratos submetidos a estresse de contengdo por
pouco tempo (1 h), onde também ha diminuicdo da densidade de espinhos dendriticos
quando deve estar ocorrendo elevacao do nivel de corticosterona plasmatica. E, claramente,
ha grande diferenca no carater aversivo e na estratégia de comportamento animal entre um
estimulo estressante como a contencdo forcada do animal e a permanéncia em um local
nada hostil para o animal como o “ambiente enriquecido”. Ainda ndo héa dados que
permitam correlacionar a densidade de espinhos dendriticos na AMePD e o mecanismo de
formagdo e consolidacdo de memorias de diferentes tipos, como as de cunho emocional,
integradas com a hodologia desta regido e as influéncias do ambiente.

Pelo menos para o hipocampo de ratos criados em “ambiente enriquecido”, varios

aspectos de seu funcionamento, como a ocorréncia de atividade sindptica e celular



70

aumentada por longa duragdo (como nos casos de “long-term potentiation”, LTP),
neurogénese, formagdo de novos espinhos dendriticos ou modificagdo estrutural de
espinhos pré-existentes podem estar aumentados nesses animais (YUSTE; BONHOEFFER,
2001; LEGGIO et al., 2005). De fato, aumento na densidade de espinhos dendriticos pode
ser decorrente da existéncia de LTP, enquanto o oposto pode ocorrer em casos de depressao
da atividade neuronal por longo prazo (como nos casos de “long-term depression”, LTD;
CARLISLE; KENNEDY, 2005). As mudancas estruturais e numéricas dos espinhos
dendriticos sdo relacionadas com a modificacdo do citoesqueleto de actina, o principal
componente de seu citoesqueleto (MATUS, 2000). H4 uma constante regulagdo dos
filamentos de actina nos espinhos dendriticos, o que confere um carater dinamico a
estrutura dos filamentos existentes; a polimerizagao ocorre na extremidade de crescimento
rapido, que esta posicionada em dire¢do a superficie dos espinhos e a despolimerizagdo
ocorre na outra extremidade (PANTALONI et al., 2001). Uma variedade de proteinas
regula a formagdo, a estabilidade e a quebra dos filamentos de actina (ETHEL;
PASQUALE, 2005). As proteinas RhoGTPases tém recebido maior atencdo, das quais a
RhoA, Racl,e a cdc42 sdo as mais estudadas e sdo essenciais para a regulacdo da
morfologia dos espinhos (LAMPRECHT; LeDOUX, 2004). A seqiiéncia de sinalizacdo que
regula a forma dos espinhos dendriticos envolve a estimulagdo de receptores para
transmissores quimicos e canais idnicos na membrana plasmatica do espinho, ativando vias
de sinalizacdo intracelular que controlam a atividade das RhoGTPases e assim regulam o
citoesqueleto de actina (ETHEL; PASQUALE, 2005). Além disso, a regulacdo da
quantidade de espinhos depende do padrio de estimulos que pode tanto produzir
polimerizagdo ou a despolimerizacdo da actina, através do equilibrio entre a actina-G

(forma globular) e a actina-F (forma filamentosa) nos espinhos dendriticos (OKAMOTO et
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al., 2004). Os disparos rapidos e intensos produzem LTP, causam a polimerizacao dos
filamentos de actina e aumento dos espinhos pré-existentes ou a formagdo de novos
espinhos; estimulos prolongados e de baixa intensidade produzem LTD, causam a
despolimerizagdo da actina, de modo que podem levar a retragdo dos espinhos e a
diminui¢do da quantidade de espinhos dendriticos (ZHOU et al., 2004). Cabe investigar no
futuro se a criacdo de animais em “ambiente enriquecido” durante 3 semanas ¢ capaz de
gerar uma ativagdo tonica e de baixa intensidade na AMePD, relacionando-a com a
condi¢cdo ambiental a qual o animal estd exposto € com os mecanismos intracelulares para
ocorréncia de uma menor densidade de espinhos dendriticos.

Baseado nisso e com o mesmo intuito, ¢ que a necessidade de génese e controle do
comportamento animal poderia ajudar a elucidar o que ocorre na AMePD de ratos adultos
em “ambiente enriquecido”. Nesta condi¢cdo experimental, ocorre uma diminuicdo da
emocionalidade avaliada, mesmo que de forma rudimentar, pelo teste do campo aberto
(NIKOLAEV et al., 2002). Além disso, a expressdo de c-fos em varios nucleos da
amigdala, ap6s os animais submetidos ao “enriquecimento ambiental” terem sido expostos
a um condicionamento aversivo (choque), demonstrou maiores resultados nos subnucleos
da AMe (incluindo a AMePD) do que em outros nticleos da amigdala (ACe, AMBI) apds
esse condicionamento. Tal expressdo de c-fos foi maior no grupo de ratos sem estimulos e
que viviam isolados do que naqueles animais mantidos em “ambiente enriquecido”. Isto
pode sugerir que os animais do “ambiente enriquecido” experimentam de forma menos
acentuada o estresse e geram menos resposta comportamental e neuroendocrina em
decorréncia disso (NIKOLAEV et al., 2002). Poder-se-ia relacionar a diminui¢do da
densidade de espinhos na AMePD do grupo criado em “ambiente enriquecido” com uma

menor atividade desse subntcleo, pois o “ambiente enriquecido” poderia ser capaz de
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reduzir a atividade da AMePD e modular a emissdo de comportamentos pelo animal. Ha
varios relatos na literatura que demonstram como a manipulagdo neonatal da ninhada ou do
local onde o animal se desenvolve pode alterar francamente sua forma de interagir com o
ambiente e com outros animais, de maneira transitoria ou definitiva para o restante da vida
(NIKOLAEYV et al., 2002; SCHRIJVER et al., 2002; BELZ et al., 2003; BOCK et al.,

2004; SEVERINO et al., 2004; SINGER et al., 2005; MADRUGA et al., 20006).

Finalmente, ndo foram encontradas alteragdes significativas na densidade de
espinhos dendriticos dos neuroénios da AMePD de ratos velhos. O numero de espinhos
isoladamente nao ¢ suficiente para afirmar que a AMePD nao sofra alteragdes morfologicas
relacionadas ao envelhecimento; mas, infelizmente, ndo ha nenhum estudo prévio sobre a
estrutura dos dendritos de neur6nios da AMe de ratos velhos. Ha, no entanto, outros
estudos envolvendo o cortex occipital, a regido CA1 do hipocampo e o giro denteado de
ratos em idade avangada onde, igualmente, ndo foram encontradas alteragdes na densidade
de espinhos dendriticos (CURCIO; HINDS, 1983; STEMMELIN et al., 2003; MARKHAM
et al. 2005). Por outro lado, no cortex cingulado anterior de ratos velhos foi demonstrada
uma diminui¢ao no niumero desses espinhos (MARKHAM, JURASKA, 2002), enquanto no
nucleo hipotalamico ventromedial ocorreu um aumento (MADEIRA et al. 2001). Percebe-
se novamente que as alteragdes na densidade de espinhos dendriticos em ratos velhos sdo
especificas de cada regido encefalica.

Alguns estudos procuram sugerir que neurdnios colinérgicos do prosencéfalo basal
sdo particularmente vulneraveis ao processo de envelhecimento e, com isso, afetam a
atividade de células corticais e o desempenho dos animais idosos em tarefas cognitivas

(WONG et al., 1998; STEMMELIN et al., 2003). O fato de nao ter sido encontrada
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diminui¢cdo na densidade de espinhos dendriticos proximais na AMePD de ratos velhos
pode sugerir que outros locais ao longo do dendrito sejam mais propensos a sofrer
alteracdo, como os contatos sindpticos que sao feitos diretamente nos ramos dendriticos (e
que parecem ser os mais numerosos na AMePD; HERMEL et al., no prelo) podem ser mais
afetados do que os que se fazem nos espinhos dendriticos ou que, dada a pouca presenca de
acetilcolina na AMePD (Rasia-Filho e Achaval, dados nao publicados), esta regido esteja
relativamente “protegida” da perda de sitios pds-sinapticos em decorréncia da redugdo de
aferéncias colinérgicas.

O dado de que a densidade de espinhos dendriticos na AMePD de ratos velhos nao
apresenta diferenca estatisticamente significativa com relagdo aos ratos adultos
correlaciona-se com outro estudo que comparou a expressao de c-fos na amigdala de ratos
idosos (24 meses de idade) e a de ratos jovens (4 meses de idade), ambos expostos a varios
testes comportamentais (labirinto em cruz elevado, campo aberto com centro iluminado e
interagdo social; BOGUSZEWSKI; ZAGRODZKA, 2005). Neste trabalho demonstrou-se
que a expressdo de c-fos ndo diferiu entre os ratos jovens e ratos idosos, tanto nos grupos
controle (adultos e velhos, sem estimulos) como apods os diferentes estimulos
comportamentais (BOGUSZEWSKI; ZAGRODZKA, 2005). Talvez a manutengdo dos
espinhos na AMePD de ratos velhos tenha um papel na funcionalidade da amigdala em
idades mais avangadas, permitindo que o animal mantenha uma vida de relagdao adequada e
interagindo com o meio onde se encontra. Necessariamente a AMePD deve ser entendida
como formando circuitos neurais e o resultado do processamento de informagdes,
seqiiencial ou em paralelo, deve ajudar a compreender como as diferentes areas do SNC de
ratos organizam-se com o avango da idade do animal. De acordo com Stemmelin e cols

(2003), a manutencao da estrutura neuronal em certas areas nervosas na velhice deve ser
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condi¢do necessaria para que o animal mantenha-se capaz de lidar com as condi¢des de seu
ambiente e prolongar sua existéncia. A correlacdo entre quantidade, morfologia e
funcionalidade dos espinhos dendriticos na AMePD pode auxiliar a elucidar se nesta area
ocorre alguma alterag@o na atividade neuronal de ratos idosos.

Todos os resultados apresentados nesse trabalho demonstram a plasticidade
inerente a AMePD e quao especifica esta pode ser frente a condi¢ao estudada, devendo-se
valer do estudo da microcircuitaria local e da hodologia desta estrutura no contexto da
organizacdo geral do SNC do rato. Estudos adicionais morfologicos, eletrofisioldgicos e
comportamentais podem se embasar nos presentes achados para auxiliar a desvendar as

acoes integradas da AMePD. Para isso, ha um grande campo aberto para investigacao.
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6. CONCLUSOES

Baseado na metodologia empregada e nos resultados obtidos, conclui-se que:
os neurdnios bipenachados e estrelados da AMePD ndo apresentam diferenca na
densidade de espinhos dendriticos;

o estresse agudo de contengdo por 1 h reduziu a densidade de espinhos dendriticos
na AMePD. O mesmo procedimento realizado durante 6 h ou por 28 dias ndo
promoveu alteragdes neste parametro;

a colocagdo de animais em “ambiente enriquecido” reduziu a densidade de espinhos
dendriticos na AMePD;

ratos velhos ndo apresentam alteragdo na densidade de espinhos dendriticos na
AMePD.

Esse trabalho mostra que a plasticidade neural que ocorre na AMePD ¢
especifica para a condi¢do experimental estudada. As modificagdes no nimero dos
espinhos dendriticos na AMePD podem ser uma conseqiiéncia do funcionamento da
microcircuitaria local e da hodologia desta estrutura no contexto da organizagao
geral do SNC do rato, em decorréncia de alteragdes hormonais nessa estrutura

nervosa.
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