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Dizemos que a ciência «explica», mas, na realidade, apenas «descreve». 

Descrevemos hoje melhor, mas explicamos tão pouco quanto todos os nossos 
predecessores. Descobrimos uma sucessão múltipla onde o homem ingênuo e o 
investigador das civilizações mais antigas se apercebia apenas de duas coisas: 

'causa' e 'efeito', como se costumava dizer. E deduzimos: isto e isto tem de se dar 
primeiro para que depois se siga aquilo - mas, com isso, não compreendemos 

absolutamente nada. Em qualquer processo químico, por exemplo, as 
transformações continuam, tal como antes, a aparecer como um «milagre». E como 

haveríamos nós de conseguir explicá-las? Operamos unicamente com coisas que 
não existem, com linhas, com superfícies, corpos, átomos, tempos divisíveis, 

espaços divisíveis! Como seria possível sequer uma explicação, se traduzimos tudo 
primeiro numa imagem, na nossa própria imagem! Na verdade, temos à nossa 

frente um continuum, de que isolamos algumas partes, da mesma maneira que, num 
movimento, nos apercebemos apenas de pontos isolados e, portanto, não vemos, na 

realidade, esse movimento, mas deduzimos que existe. Um intelecto que visse a 
causa e o efeito como um continuum, e não, à nossa maneira, como parcelamento e 
fragmentação arbitrários, que visse o curso do acontecer, repudiaria o conceito de 

causa e efeito e negaria toda a condicionalidade. 
 
 

Friedrich Nietzsche 
Causa e Efeito, em A Gaia Ciência 

(1882) 
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RESUMO 

 

Em ratos, a amígdala medial póstero-dorsal (AMePD) é uma região sexualmente dimórfica e está 
envolvida com o controle da reprodução. Os hormônios gonadais masculinos e femininos 
possuem um papel epigenético importante sobre a morfologia e a função neuro-glial na AMePD. 
Nesse trabalho dois grandes tópicos inéditos e pertinentes na literatura para o entendimento das 
bases celulares de funcionamento da AMePD foram estudados: (1) a atividade da NADPH-
diaforase (NADPH-d) e o número de neurônios NADPH-d-positivos de ratos adultos, fêmeas ao 
longo do ciclo estral (diestro, proestro, estro e metaestro) ou após ovariectomia (OVX) seguida 
por terapia substitutiva consistindo em veículo/óleo (controle), somente estradiol (BE), estradiol e 
progesterona (BE+P) ou somente progesterona (P) e, (2) a modificação do volume somático e 
nuclear de neurônios da AMePD de ratas OVX adultas submetidas ao mesmo tratamento 
substitutivo, com o objetivo de revelar possíveis influências dos hormônios gonadais sobre esses 
parâmetros morfológicos. A histoquímica para a NADPH-d foi utilizada para estudar a densidade 
regional e neuronal da atividade da NADPH-d, seguida por uma análise semi-quantitativa 
utilizando-se a densitometria óptica. Todos os animais foram submetidos ao mesmo protocolo 
experimental para obtenção dos resultados. Com base nisso, machos apresentaram maior 
densidade óptica regional e neuronal quando comparados as fêmeas ao longo do ciclo estral, com 
exceção da fase de diestro (P < 0,01).  Nenhuma diferença foi encontrada nesses dois mesmos 
parâmetros durante o ciclo ovariano (P > 0,05). Quanto ao número de neurônios NADPH-d-
positivos, não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre machos e 
fêmeas, estas ao longo do ciclo estral (P > 0,05). Como os hormônios gonadais são capazes de 
gerar respostas supra-fisiológicas distintas daquelas observadas durante o ciclo ovariano normal 
na AMePD, foram testados também os efeitos da OVX nesses parâmetros. Não houve diferença 
estatisticamente significativa na densidade óptica regional, na densidade óptica neuronal e no 
número de neurônios NADPH-d-positivos quando se comparam fêmeas OVX tratadas com óleo 
ou com as três diferentes terapias hormonais (P = 0,07, P = 0,18 e P = 0,95, respectivamente). 
Para medir os volumes somático e nuclear dos neurônios da AMePD, uma semana após a OVX e 
ao final do tratamento hormonal, os encéfalos foram cortados em secções semi-finas (1�m) e 
corados com azul de toluidina a 1% para a estimação estereológica, utilizando-se o método de 
Cavalieri associado à técnica de contagem de pontos. Tanto o volume somático quanto o neuronal 
apresentaram diferença estatisticamente significante quando comparados os dados entre as 
fêmeas OVX tratadas com óleo, BE, BE+P ou somente P (P < 0,05). Ou seja, ratas OVX tratadas 
com BE+P apresentaram maior volume somático e nuclear quando comparadas às fêmeas OVX 
tratadas com óleo (P < 0,01) ou somente com BE (P < 0,01). Além disso, fêmeas OVX tratadas 
somente com P apresentaram maior volume somático e nuclear quando comparadas às fêmeas 
OVX tratadas com óleo (P < 0,05). Esses resultados sugerem que a atividade da NADPH-d é 
diferente entre os sexos, mas em fêmeas não é afetada pelas mudanças nos níveis de hormônios 
gonadais em condições fisiológicas ou suprafisiológicas. Além disso, os volumes somáticos e 
neuronais podem ser modulados pelos hormônios gonadais administrados em fêmeas OVX, onde 
a P gerou maiores resultados. Esses achados revelam ações adicionais dos esteróides sexuais na 
AMePD e novas características na morfologia neuronal em ratos machos e fêmeas adultos, 
complementando e avançando a literatura atual com resultados que ampliam o número de ações 
dos hormônios gonadais nesta área telencefálica de ratos. 
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ABSTRACT 
 
 
 

In rats, the posterodorsal medial amygdala (MePD) is a sexually dimorphic area and it is 
implicated in the control of reproduction. The male and female gonadal hormones have an 
important epigenetic role upon neuro-glial morphology and function in the rat MePD. In this 
work two great unpublished and relevant topics in the literature for the understanding of the 
cellular bases of functioning of the MePD were discovered: (1) the NADPH-diaphorase 
(NADPH-d) activity and the number of NADPH-d-positive neurons of adult males, females 
across the estrous cycle (diestrus, proestrus, estrus, and metaestrus) or following ovariectomy 
(OVX) and substitutive therapy consisting of vehicle/oil (control), estradiol benzoate alone (EB), 
estradiol benzoate and progesterone (EB+P), or progesterone alone (P), and, (2) the modification 
of the somatic and nuclear from MePD neurons of OVXed female rats submitted to the same 
hormonal therapy, aiming to reveal possible influence of sex steroids in these morphological 
parameters. The NADPH-d histochemical technique was used to study the regional and neuronal 
NADPH-d activity, followed by a semi-quantitative analysis using optical densitometry. All 
animals were submitted to the same experimental protocol. Males showed a higher regional and 
neuronal optical density when compared to females across the estrous cycle, with the exception 
of the diestrus phase (P < 0.01). No differences were found in these two parameters during the 
ovarian cycle (P > 0.05). As for the number of NADPH-d-positive neurons, there were no 
statistically significant differences found among males and cycling females (P > 0.05). Since the 
gonadal hormones are able to provide supra-physiologic answers different from those observed 
during the normal ovarian cycle in the MePD, the effects of the OVX were tested also in these 
parameters. No statistically significant difference was found in the regional optical density, in the 
neuronal optical density, or in the number of NADPH-d positive neurons when comparing the 
data from OVXed females treated with vehicle or the three different hormonal therapies (P = 
0.07, P = 0.18, and P = 0.95, respectively). To measure the somatic and nuclear volumes from 
MePD neurons, one-week following ovariectomy and at the end of hormonal treatments, brains 
were cut to semithin sections (1 µm) and stained with 1% toluidine blue for stereological 
estimations, carried out using the Cavalieri method and the technique of point counting. Both the 
somatic and neuronal volume showed a statistically significant difference when comparing the 
data among OVXed females treated with vehicle (V), EB, EB+P or P. This is, OVX with EB+P 
treated females had higher mean somatic and nuclear volume when compared to V (P < 0.01) or 
with EB (P < 0.01). Also, OVXed females treated with P showed larger mean somatic and 
nuclear volume when compared to V (P < 0.05). Results suggest that NADPH-d activity in the rat 
MePD is different between sexes but in females is not affected by changing levels of circulating 
gonadal hormones in physiological or supraphysiological conditions. Moreover, somatic and 
nuclear volume can be modulated by substitutive ovarian hormones administered to OVXed 
females, for which P can lead to higher results. These findings reveal additional actions of the 
sexual steroids in the MePD and new features for the neuronal morphology in adult male and 
female rats, complementing and advancing the current literature with results that enlarge the 
number of actions of gonadal hormones in this telencephalic area of rats. 
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1. A Amígdala       

 

A amígdala, ou complexo amigdaloide, constitui-se de núcleos subcorticais que se situam 

no lobo temporal, lateral ao hipotálamo e ventral ao estriado, no encéfalo de mamíferos. Em 

primatas, é caracterizada como uma massa ovóide de substância cinzenta, localizada na porção 

terminal e rostral da formação hipocampal, tendo como limite anterior o corno temporal do 

ventrículo lateral (ALHEID, 1995; de OLMOS, 2004). Em ratos, é constituída por núcleos e 

subnúcleos que formam uma complexa rede estrutural inter-relacionada e multifuncional, uma 

vez que está envolvida na modulação de diversos comportamentos e ajustes homeostáticos ou 

alostáticos (ALHEID, 1995; AGGLETON, 2000; RASIA-FILHO; LONDERO; ACHAVAL, 

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

Uma das primeiras classificações da amígdala, baseada em estudos do prosencéfalo de 

diferentes classes de vertebrados, foi dada por Johnston em 1923, que a subdividiu em dois 

grupos: um grupo de núcleos filogeneticamente mais antigo, associado com o sistema olfativo 

(núcleos medial, central e cortical) e um grupo filogeneticamente mais recente (núcleos basal e 

lateral). Além desses núcleos, existiria um terceiro grupo, denominado de amígdala anterior, do 

qual fazem parte os núcleos laterais do trato olfativo, áreas de transição e núcleos não 

classificados. 

Já em 1978, Krettek e Price dividiram a amígdala em núcleos profundos (núcleos lateral, 

basolateral, basomedial e central), em estruturas corticais conectadas com a amígdala (área 

amígdalo-hipocampal, núcleos corticais anterior e posterior, córtex periamigdaloide e núcleo do 

trato olfativo lateral) e em outros grupamentos celulares conectados com a amígdala [núcleo 

próprio do trato olfativo acessório (BAOT), grupos neuronais intercalados e parte intra-

amigdaloide do núcleo próprio da estria terminal (BNST)].  
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Recentemente, Swanson e Petrovich (1998) elaboraram o conceito de que a amígdala é 

composta por grupos heterogêneos de núcleos e subnúcleos que parecem ser partes diferenciadas 

do córtex cerebral, do claustro e do estriado, e pertencendo a quatro sistemas funcionais 

diferentes: o simpático/parassimpático (núcleo central), o cortical frontotemporal (núcleos 

basolateral anterior e lateral), o olfativo acessório [amígdala medial (AMe)] e o olfativo principal 

(demais núcleos da amígdala).  

O modelo corrente de estudo da organização da amígdala sugere que ela não é nem uma 

unidade funcional nem estrutural, mas sim é definida como um conjunto heterogêneo de grupos 

celulares nos hemisférios cerebrais (SWANSON; PETROVICH, 1998; DONG; PETROVICH; 

SWANSON, 2001; PETROVICH; CANTERAS; SWANSON, 2001; DALL'OGLIO et al., 

2008b). Estudos mais recentes sobre a divisão da amígdala de ratos apresentam-na dividida em 

quatro regiões, segundo a sua citoarquitetura, hodologia e função, que são: 1) amígdala 

“expandida”, denominada assim por se estender além de seus limites anatômicos, sendo formada 

pela AMe e a amígdala central (ACe). A AMe, por sua vez, poderia ser composta por dois 

circuitos funcionalmente diferentes, associados com as divisões anterior e posterior do núcleo 

medial, e que se diferenciaria também por distintas presenças de neurotransmissores (NEWMAN, 

1999; SIMMONS; YAHR, 2003; COOKE; WOOLLEY, 2005); 2) amígdala com características 

corticais, subdividida em porção basolateral e em porções que se ligam às vias olfativas e 

vomeronasal; 3) área de transição, localizada entre a porção ventral dos núcleos da base e a 

amígdala “expandida”; e 4) núcleos ainda não classificados, constituídos por um grande grupo de 

células dispersas na substância branca e no interior do BNST (ALHEID, 1995; de OLMOS, 

2004; Figura 1).  

Os núcleos amigdalianos têm papel relevante nas atividades comportamentais, 

simpática/parassimpática e endócrinas, fundamentais para a relação do animal com o seu 

ambiente (LeDOUX, 1992; DAVIS, 2000; RASIA-FILHO et al., 2004; de CASTILHOS et al., 



 4  

2006; 2008; QUAGLIOTTO et al., 2008). Ela participa na percepção, na modulação e na 

integração das respostas associadas a estímulos de medo ou ansiedade, atenção, aprendizado, 

memória emocional, além de vários comportamentos sociais, tais como o reprodutivo, o 

defensivo e o maternal (LeDOUX, 1992; SWANSON; PETROVICH, 1998; DAVIS, 2000; 

DIELENBERG; HUNT; McGREGOR, 2001; PETROVICH; CANTERAS; SWANSON, 2001; 

SHEEHAN et al., 2001; de OLMOS, 2004; RASIA-FILHO; GIOVENARDI; DE ALMEIDA, 

2008). Para participar dessas atividades, os núcleos amigdalianos possuem a capacidade de 

receber diferentes informações sensoriais, tanto interoceptivas (viscerais) quanto exteroceptivas 

(estímulos olfativos, auditivos e visuais), que acabam por modificar sua atividade e estimular 

diversas regiões do sistema nervoso central (SNC) em resposta ao estímulo inicial (LeDOUX, 

1992; QUIRK; REPA; LeDOUX, 1995; RASIA-FILHO, 1999; DAVIS, 2000). Assim, a 

amígdala apresenta a capacidade de adequar a relação do animal com seu ambiente modulando o 

comportamento social. Para avançar este conhecimento, é preciso que sejam detalhados os papéis 

dos subnúcleos que a compõe. Maior atenção será dada à AMe, principalmente à amígdala 

medial póstero-dorsal (AMePD), tema desta tese e objetivo dos experimentos descritos a seguir. 

Para tanto, serão revisados os temas pertinentes à AMe e que historicamente envolviam todos os 

subnúcleos em conjunto nas descrições para, quando possível, focar nos dados relevantes da 

AMePD. 
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Figura 1. Diagrama esquemático da amígdala do rato com suas subdivisões anatômicas e seus 
componentes principais, conforme descrito por Alheid e colaboradores (1995) e modificado por 
Rasia-Filho e colaboradores (2000). Reproduzido com autorização de Dall’Oglio (2007). 
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1.2. Amígdala Medial  

1.2.1. Localização e divisão  

 

A AMe possui diferentes origens histogenéticas (GARCIA-LOPEZ et al., 2008) como 

parte da amígdala expandida (de OLMOS, 2004). A AMe integra vias sexualmente dimórficas, 

incluindo o sistema olfativo/vomeronasal, inerva porções específicas do BNST e se conecta a 

diferentes núcleos hipotalâmicos com a função de modular comportamentos sociais em circuitos 

com processamento hierárquico e em paralelo (NEWMAN, 1999; DONG; PETROVICH; 

SWANSON, 2001; PETROVICH; CANTERAS; SWANSON, 2001; SIMERLY, 2004; CHOI et 

al., 2005). 

A AMe é um dos núcleos superficiais do complexo amigdaloide que ocupa seu aspecto 

rostromedial. É formada por uma coluna proeminente de células que surgem em justaposição à 

superfície lateral de fibras que ascendem pelo trato óptico (ALHEID, 1995). Inicia medialmente e 

caudalmente ao núcleo do trato olfativo lateral, estendendo-se caudalmente até o corno temporal 

do ventrículo lateral. Neste nível, ela situa-se dorsomedialmente ao polo cefálico da área de 

transição amígdalo-hipocampal, formando a região medial da parede anterior desta porção do 

ventrículo. Ao longo de toda sua extensão, a AMe encontra-se em aposição com a região 

ventrolateral do trato óptico, separada por uma região com células esparsas entremeadas no feixe 

de axônios provenientes do BAOT (SCALIA; WINANS, 1975; NISHIZUKA; ARAI, 1983a; de 

OLMOS, 2004). Embora a AMe possa ser bem definida em sua região mais caudal, seu limite 

rostral com a amígdala anterior e lateral com as camadas profundas do núcleo cortical anterior 

não está claramente definido (ALHEID; HEIMER, 1988; ALHEID, 1995; PITKANEN, 2000). 

Há ainda uma zona pobre em células que separa a AMe da porção medial da ACe no sentido 

dorso-lateral, a qual é substituída mais ventralmente e caudalmente pelo BNST (ALHEID, 1995). 

Caudalmente, o grupo de núcleos intercalados da amígdala separa a AMe da amígdala basolateral 
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(AMbl), e, também caudalmente, mas em posição dorsal, grupos de fibras nervosas que ascendem 

pela estria terminal são interpostos entre a AMe e outros núcleos amigdalianos (BRODAL, 1947; 

ALHEID, 1995; PAXINOS; WATSON, 1998; de OLMOS, 2004). 

Adicionalmente, e baseado em critérios citoarquitetônicos, hodológicos e funcionais, a 

AMe tem sido dividida em quatro subnúcleos: amígdala medial ântero-dorsal (AMeAD), 

amígdala medial ântero-ventral (AMeAV), amígdala medial póstero-dorsal (AMePD) e amígdala 

medial póstero-ventral (AMePV; CANTERAS; SIMERLY; SWANSON, 1995; de OLMOS, 

2004; DALL'OGLIO et al., 2008a; b; Figura 2). E, em função de suas conexões, ela pode estar 

organizada em uma região anterior, da qual fazem parte a AMeAD, a AMeAV e a AMEPV, e 

uma região posterior, formada basicamente pela AMePD (CANTERAS; SIMERLY; 

SWANSON, 1995). Recentemente, Dall’Oglio e colaboradores (2008a) descreveram que a 

divisão “ventral” da AMe, incluindo-se os subnúcleos AMeAD e AMePV não encontra plena 

sustentação morfológica, hodológica ou nas respostas a hormônios gonadais.  
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Figura 2. Representação esquemática de cortes coronais do encéfalo do rato onde se pode 
observar os quatro subnúcleos da AMe: AMeAD (em azul), AMeAV (em verde), AMePD (em 
vermelho) e AMePV (em amarelo). Os asteriscos localizam o trato óptico. Valores em mm 
referentes à distância posterior ao bregma. Figuras e abreviaturas baseadas no atlas do encéfalo 
do rato de Paxinos e Watson (1998). Reproduzido com autorização de (Hermel, 2005) 
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1.2.2. Conexões da amígdala medial 

 

A AMe como um todo recebe projeções intra-amigdaloides, como do núcleo cortical 

posterior, acessório basal e lateral, bem como da área amigdalo-hipocampal. Além disso, recebe 

projeções de outras porções encefálicas como o córtex parietal, córtex frontal (principalmente 

infralímbico), formação hipocampal (parte distal e proximal do subiculum temporal), do sistema 

olfativo, tálamo, hipotálamo (núcleos pré-mamilar ventral, ventromedial, área pré-óptica medial e 

lateral, etc) e BNST (McDONALD, 1998). 

As eferências (Tabelas 1 e 2), muitas delas recíprocas, são direcionadas para várias 

regiões dentro da própria amígdala, como é o caso do núcleo central e cortical e póstero-medial, e 

com regiões fora da amígdala tais como o bulbo olfativo, órgão vomeronasal, formação 

parahipocampal, estriado e globo pálido ventral, substância cinzenta periaquedutal do 

mesencéfalo, núcleos da rafe mesencefálicos, BNST e diversos núcleos do hipotálamo envolvidos 

com a modulação do sistema endócrino e do comportamento reprodutivo (CANTERAS; 

SIMERLY; SWANSON, 1995; PITKANEN, 2000; PETROVICH; CANTERAS; SWANSON, 

2001; CHOI et al., 2005). 

Especificamente, a AMePD possui várias aferências que advêm de diferentes regiões do 

encéfalo. Notavelmente, dentre as aferências mais importantes, estão as hipotalâmicas 

[provenientes da área hipotalâmica anterior, área pré-óptica medial (MPOA) e lateral e núcleo 

arqueado (Arc), núcleos dorsomedial, hipotalâmico posterior, lateral, pré-mamilar, supraóptico, 

tuberal e ventromedial], as do córtex cerebral (da área pré-límbica, córtex entorrinal, infralímbico 

e perirrinal dorsal), as aferências talâmicas (do núcleo medial, parafascilular, paraventricular e 

posterior, dentre outros), as do tronco encefálico (principalmente do núcleo dorsal da rafe e 

núcleo parabraquial), do sistema olfativo (do córtex piriforme, bulbo olfativo acessório e núcleo 
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endopiriforme) e de outras regiões distintas, como, por exemplo, do núcleo da faixa diagonal de 

Broca, do BNST e da substância inominata. Além destas, existem também as aferências intra-

amigdaloides, onde, dentre outras, destacam-se as da área amígdalo-hipocampal, núcleo basal, 

basal acessório, cortical anterior, posterior, lateral e medial. As aferências inter-amigdaloides são 

exemplificadas pelas provenientes do córtex periamigdaloide, núcleo basal acessório, cortical 

posterior e núcleo do trato olfativo lateral (McDONALD, 1998). Em relação às eferências da 

AMePD, dentre as mais significativas e estudadas, estão as hipotalâmicas [para o núcleo 

hipotalâmico periventricular ântero-ventral (AVPV), MPOA e núcleo pré-mamilar ventral, dentre 

outros], as corticais (principalmente para a área entorrinal lateral, área de transição pós-piriforme, 

área CA1 hipocampal e subículo), as do tronco encefálico (para a área tegmental dorsal e 

substância cinzenta periaqueductal), e de outras regiões, como, por exemplo, para o BNST (parte 

ântero-dorsal e posterior principal) e para a substância inominata, principalmente (DONG; 

PETROVICH; SWANSON, 2001; PETROVICH; CANTERAS; SWANSON, 2001; CHOI et al., 

2005). Ademais, existem também as eferências intra-amigdaloides onde, dentre elas, destacam-se 

aquelas para o núcleo central, cortical póstero-lateral e póstero-medial (CANTERAS; SIMERLY; 

SWANSON, 1995). 
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Tabela 1. Aferências intra-amigdalianas e extra-amigdalianas para os diferentes subnúcleos da 
amígdala medial de ratos, conforme Pitkänen (2000) e adaptado de Hermel (2005). 

 

 
 
 
INTRA-AMIGDALIANAS 
Área amígdalo-hipocampal 
Córtex periamigdaloide 
Núcleo basal 
Núcleo basal acessório 
Núcleo cortical anterior e posterior 
Núcleo lateral 
Subnúcleos componentes do núcleo medial 
 
INTER-AMIGDALIANAS (contralaterais) 
Córtex periamigdaloide 
Núcleo basal acessório 
Núcleo cortical posterior 
Núcleo do trato olfativo lateral 
 
SISTEMA OLFATIVO 
Córtex piriforme 
Bulbo olfativo 
Bulbo olfativo acessório 
Bulbo olfativo anterior  
Núcleo endopiriforme 
 
HIPOTALÂMICAS 
Área hipotalâmica anterior 
Área pré-óptica medial e lateral 
Área retroquiasmática 
Núcleo arqueado 
Núcleo dorsomedial 
Núcleo hipotalâmico posterior 
Núcleo lateral 
Núcleo pré-mamilar ventral 
Núcleo supramamilar 
Núcleo supra-óptico 
Núcleo tuberal 
Núcleo ventromedial 
Tuber cinereum 

 
CORTICAIS 
Área pré-límbica 
Córtex entorrinal 
Córtex infralímbico 
Córtex perirrinal dorsal 
Ínsula agranular posterior 
Ínsula agranular ventral 
Subiculum temporal distal e proximal 
 
TALÂMICAS 
Núcleo centromediano 
Núcleo medial 
Núcleo parafascicular 
Núcleo paratenial 
Núcleo paraventricular 
Núcleo posterior 
Núcleo reuniens 
Núcleo subparafascicular 
Núcleo talâmico póstero-ventral 
 
TRONCO ENCEFÁLICAS 
Área retrorubral A8 
Área tegmental ventral 
Grupo celular adrenérgico C1 e noradrenérgico 
A1 no bulbo ventrolateral 
Núcleo central superior 
Núcleo dorsal da rafe 
Núcleo dorsal do lemnisco lateral 
Núcleo parabraquial 
Núcleo peripeduncular 
Núcleo tegmental pedúnculo-pontino 
 
OUTRAS 
Núcleo da banda diagonal de Broca 
Núcleo próprio da estria terminal 
Substantia innominata 
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Tabela 2. Eferências intra-amigdalianas e extra-amigdalianas dos subnúcleos da amígdala ântero-
dorsal (AMeAD), pótero-dorsal (AMePD) e póstero-ventral (AMePV) do núcleo medial da 
amígdala de ratos, segundo Canteras e colaboradores (1995) e adaptado de Hermel (2005). 

 
PROJEÇÕES:     AMeAD      AMePD      AMePV 

INTRA-NUCLEARES:    
Núcleo medial                          ântero-dorsal 
                                                 ântero-ventral 
                                                 póstero-dorsal 
                                                 póstero-ventral 

 
+++ 

++ 
+++ 

++ 
++ 

 
++ 

+++ 
+++ 

++ 
 

INTRA-AMIGDALOIDES:    
Área amígdalo-piriforme +++ + +++ 
Área amigdaloide anterior +++ + +++ 
Núcleo basolateral                   anterior 
                                                 posterior 

+ 
+ 

- 
+ 

+ 
+ 

Núcleo basomedial                  anterior 
                                                 posterior 

+++ 
+++ 

+ 
+ 

+++ 
+++ 

Núcleo central                          medial 
                                                 central 
                                                 lateral 

++ 
+++ 

+ 

+ 
++ 

- 

+ 
++ 

+ 
Núcleo cortical                         anterior 
                                                 póstero-lateral 
                                                 póstero-medial 

+++ 
++ 
++ 

+ 
+++ 
+++ 

++ 
++ 
++ 

Núcleo lateral ++ + ++ 
Núcleo posterior ++ ++ +++ 
Núcleo próprio do trato olfativo acessório +++ + +++ 
CORTICAIS:    
Área de transição pós-piriforme +++ ++ + 
Área insular agranular + - + 
Área piriforme ++ + + 
Área entorrinal                        lateral 
                                                medial 
                                                ventromedial 

+++ 
+ 
+ 

++ 
+ 
+ 

++ 
+ 
- 

Área infralímbica + + + 
Área pré-límbica + - + 
Bulbo olfativo acessório  -  camada mitral +++ - - 
CA1 hipocampal + + + 
Claustro + - + 
Estriado   ++ - + 
Núcleo do trato olfativo lateral + - + 
Núcleo endopiriforme             dorsal  
                                                ventral 

+ 
++ 

+ 
+ 

+ 
++ 

Núcleo olfativo anterior         dorsal 
                                               externo 
                                               lateral 
                                               medial 
                                               póstero-ventral 

+ 
+ 
+ 
+ 

++ 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

Parasubiculum + - + 
Subiculum + + + 
Tênia tecta                               dorsal 
                                                 ventral 

+ 
+ 

- 
- 

- 
+ 

Tubérculo olfativo  ++ - + 
HIPOTALÂMICAS:    
Nível pré-optico:    
Área pré-óptica lateral + - - 
Área pré-óptica medial +++ - +++ 
Núcleo periventricular ântero-ventral + +++ - 
Núcleo pré-óptico medial           medial 
                                                   central 
                                                   lateral 

+++ 
+ 

+++ 

+++ 
+++ 

++ 

+ 
+ 
+ 

Nível hipotalâmico anterior:    
Núcleo anterior                           anterior 
                                                    central 
                                                    dorsal 
                                                    posterior 

+ 
++ 
++ 
++ 

+ 
++ 

- 
++ 

+++ 
+++ 

+ 
+++ 

Núcleo paraventricular     magnocelular anterior 
                                         magnocelularpóstero-medial 
                                         parvocelular anterior 
                                         parvocelular dorsal 
                                         parvocelular dorsomedial 
                                         periventricular 

+ 
+ 

++ 
+ 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
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Tabela 2. (Continuação) 
PROJEÇÕES:             AMeD             MePD             MePV 
 
HIPOTALÂMICAS (continuação): 

   

Núcleo periventricular                anterior 
                                                    intermediário 
                                                    pré-óptico 

                      + 
                    ++ 
                      + 

                    - 
                    + 
                    - 

                    ++ 
                  +++ 
                    ++ 

Núcleo supraquiasmático                     ++                     -                   +++ 
Zona subparaventricular                  +++                     -                   +++ 
 
Nível tuberal: 

   

Área hipotalâmica anterior                   ++                    -                       + 
Núcleo arqueado                  ++                    +                       + 
Núcleo dorsomedial                   anterior 
                                                    posterior 
                                                    ventral 

                 ++ 
                   + 
                   + 

                   + 
                   + 
                   + 

                      + 
                      + 
                      + 

Núcleo ventromedial                  anterior 
                                                   central 
                                                   dorsomedial 
                                                   ventrolateral 

               +++ 
               +++ 
               +++ 
               +++ 

                     - 
                    + 
                    - 
                   + 

                  +++ 
+++ 
+++ 

                     + 
Nível mamilar:    
Núcleo mamilar medial                   +                     +                       + 
Núcleo periventricular posterior                +++                     +                       + 
Núcleo posterior               +++                 +++                   +++ 
Núcleo supra-mamilar                    +                     +                       + 
Núcleo pré-mamilar ventral 
 

                +++                 +++                   +++ 

TALÂMICAS:    
Habênula lateral + - - 
Núcleo dorsomedial                 medial 
                                                 central 
                                                 lateral 

++ 
- 
- 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

Núcleo paratenial + - - 
Núcleo reuniens medial +++ - ++ 
Núcleo subparafascicular         magnocelular 
                                                  parvocelular 
 

- 
+ 

- 
- 

- 
- 

TRONCO ENCEFÁLICO:    
Área tegmental ventral + + + 
Núcleos da rafe                         dorsal 
                                                  interfascicular 
                                                  rostral linear 
                                                  central linear 

+++ 
+ 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
+ 
+ 

Substância cinzenta periaqueductal 
 

+ + + 

OUTRAS:    
Núcleo accumbens                     +                       -                      - 
Núcleo próprio da estria terminal 
     Anterior                                ântero-dorsal 
                                                  ântero-lateral 
                                                  ântero-ventral 
                                                  dorsolateral 
                                                  dorsomedial 
                                                  fusiforme 
                                                  justacapsular 
                                                  magnocelular 
                                                  oval 
                                                  rombóide 
                                                  subcomissural 
     Posterior                              interfascicular 
                                                  principal 
                                                  transverso 

 
                 +++ 
                  ++ 
                +++ 
                  ++ 
                +++ 
                   + 
                   + 
                 ++ 
                   + 
                  ++ 
                 ++ 
                +++ 
                  + 

                +++ 

 
                  +++ 
                     + 
                    + 
                    + 
                    + 
                    - 
                    - 
                    - 
                    + 
                    - 
                     + 
                    + 
                 +++ 
                   + 

 
                 +++ 
                   ++ 
                     + 
                   ++ 
                 +++ 
                      _ 
                      _ 
                   ++ 
                     + 
                     + 
                     + 
                  +++ 
                     + 
                  +++ 

Núcleo septal lateral                 dorsal 
                                                  intermediário 
                                                  ventral 

                   + 
              +++ 
              +++ 

                    - 
                   + 
                   + 

                      - 
                     + 
                     + 

Núcleo septal medial                     +                    +                      + 
Núcleo septofimbrial                    +                    +                      + 
Substantia innominata                   +++                +++                  +++ 
Zona incerta                     ++                    -                     + 

 
As projeções foram classificadas em: +++ densas; ++ moderadas; + fracas; - ausentes 
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1.2.3. Citoarquitetura da amígdala medial 

 

De uma forma geral, quase a totalidade da AMe é constituída por neurônios multipolares 

de tamanho pequeno (corpos celulares com 8-10 µm de diâmetro) ou médio (corpos celulares 

com 10-15 µm de diâmetro; RASIA-FILHO; LONDERO; ACHAVAL, 1999). Os neurônios de 

maior tamanho são mais abundantes na região rostro-dorsal deste núcleo, principalmente na 

AMePD e na AMePV, embora ainda morfologicamente semelhantes (de OLMOS, 2004). De 

acordo com o número de processos dendríticos originados do soma neuronal, esses neurônios 

multipolares podem ser classificados como do tipo bipenachado (com dois ramos dendríticos 

primários) e do tipo estrelado (com três ou mais ramos dendríticos), e foram descritos como 

característicos da AMeAD, AMePD e AMePV (RASIA-FILHO; LONDERO; ACHAVAL, 1999; 

RASIA-FILHO et al., 2004; de CASTILHOS et al., 2006; 2008 MARCUZZO et al., 2007; 

DALL'OGLIO et al., 2008a; b; Figuras 3 e 4). 

A AMePD, particularmente no sentido dorso-ventral, apresenta células que se distribuem 

em três colunas orientadas paralelamente em relação a sua superfície medial. A primeira coluna é 

a coluna superficial ou coluna medial (AMePDm), sendo formada por células agrupadas e de 

tamanho médio, a segunda coluna está arranjada de modo a constituir uma coluna intermediária 

de células também de tamanho médio (AMePDi; ALHEID, 1995). A terceira coluna é a mais 

“profunda” e é a coluna mais lateral (AMePDl), também formada por células de tamanho médio 

densamente agrupadas, mas menores com relação à primeira coluna (ALHEID, 1995; de 

OLMOS, 2004). Como anteriormente descrito, a AMe é envolta, medialmente e ventralmente, 

por uma camada distinta de células mais dispersas, denominada originalmente de “camada 

molecular” (NISHIZUKA; ARAI, 1983a), mas que constitui a eferência da via olfativa acessória 

(SCALIA; WINANS, 1975). 



 15  

Como descrição geral, os corpos celulares dos neurônios da AMePD podem ser ovais, 

arredondados, fusiformes, triangulares, piriformes ou com formatos irregulares (RIGOTI, 2002; 

RASIA-FILHO et al., 2004). Os ramos dendríticos podem ser longos (GOMEZ; NEWMAN, 

1991; McDONALD, 1992) ou de comprimento variável (RASIA-FILHO; LONDERO; 

ACHAVAL, 1999), grossos, geralmente retilíneos e pouco numerosos. Pela análise 

ultraestrutural, nos neurônios da AMePD, as sinapses axo-dendríticas no tronco dos dendritos são 

as mais frequentemente observadas e, pelo aspecto morfológico, parecem ser, na sua grande 

maioria, sinapses excitatórias (HERMEL et al., 2006a). Os espinhos dendríticos, quando 

presentes, apresentam formas variadas e encontram-se de forma aparentemente homogênea ao 

longo de cada dendrito, porém também podem ser encontrados em alguns somas celulares ou em 

cones axonais (McDONALD, 1992; RASIA-FILHO; LONDERO; ACHAVAL, 1999; RIGOTI, 

2002; RASIA-FILHO et al., 2004; HERMEL et al., 2006a). 

Os axônios dos subnúcleos da região posterior da AMe (AMePD e AMePV) dirigem-se 

preferentemente em sentido medial ao núcleo basal ou à porção principal do BNST, enquanto os 

da AMeAD formam parte da ansa peduncularis, também chamada de via amígdalo-fugal ventral 

(KAMAL; TOMBOL, 1975; DONG; PETROVICH; SWANSON, 2001; COOKE; WOOLLEY, 

2005).  
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Figura 3. Fotomicrografias de neurônios impregnados pela técnica de Golgi modificada e com 
morfologia estrelada (A) ou bipenachada (B) do subnúcleo póstero-dorsal da amígdala medial de 
ratos. S = soma. Barra = 20 �m (de Castilhos, 2005). 
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Figura 4. Desenhos feitos em câmara clara a partir de imagens de microscopia óptica de 
neurônios impregnados pela técnica de Golgi modificada e com morfologia estrelada ou 
bipenachada da amígdala medial de ratos. D = dorsal. V = ventral. M = medial. L = lateral. 
Barras: 20 �m. Conforme obtido por Rigoti (2002) e baseado em Dall’Oglio et al. (2008b). 
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1.2.4. Funções da amígdala medial  

 

A AMe tem sido descrita como uma região envolvida na modulação de atividades 

endócrinas e comportamentais do animal com o seu ambiente, tais como a percepção, a 

modulação e a integração das informações olfativas, vomeronasais e genitosensoriais 

(GUILLAMON; SEGOVIA, 1997; PFAUS; HEEB, 1997; DIELENBERG; McGREGOR, 2001; 

MEREDITH; WESTBERRY, 2004; PRO-SISTIAGA et al., 2007), relacionado com estímulos 

em que a ansiedade e o medo inato e condicionado estejam envolvidos (ADAMEC; MORGAN, 

1994; DUNCAN; KNAPP; BREESE, 1996; DAVIS, 2000), no processamento de respostas 

emocionais, adrenocorticais e neuroendócrinas a um evento estressor (DAYAS; BULLER; DAY, 

1999; MARCUZZO et al., 2007), e em uma série de comportamentos sociais, tais como o 

agressivo, o defensivo e o de aprendizado social (NEWMAN, 1999; SAVONENKO et al., 1999; 

RASIA-FILHO; GIOVENARDI; DE ALMEIDA, 2008), o comportamento sexual, tanto em 

machos quanto em fêmeas, e o comportamento maternal (FLEMING; VACCARINO; LUEBKE, 

1980; RASIA-FILHO et al., 1991; COOLEN; PETERS; VEENING, 1997; NEWMAN, 1999; 

SHEEHAN et al., 2001; de CASTILHOS et al., 2006), além de ajustes cardiovasculares 

possivelmente envolvidos com alguns comportamentos (QUAGLIOTTO et al., 2008).  

Os subnúcleos da AMe têm diferentes funções (CANTERAS; SIMERLY; SWANSON, 

1995). Por exemplo, a AMePD parece influenciar as atividades neuroendócrinas e o controle dos 

sistemas simpático e parassimpático que o hipotálamo regula, enquanto as regiões AMeAD, 

AMeAV e AMePV podem estar relacionados com a modulação hipotalâmica dos 

comportamentos reprodutivo e defensivo (CANTERAS; SIMERLY; SWANSON, 1995; 

SIMERLY, 2004). Especificamente, a AMePD modula alguns comportamentos, como o maternal 
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e o sexual (NEWMAN, 1999; SHEEHAN et al., 2001; RASIA-FILHO et al., 2004; CHOI et al., 

2005; de CASTILHOS et al., 2006; 2008).  

Acredita-se que o controle do comportamento reprodutivo em ratos e hamsters, machos e 

fêmeas, ocorra a partir de estímulos olfativos (KLING, 1922; KONDO; ARAI, 1995). Em ratos, 

aferências quimiossensoriais do bulbo olfativo, do órgão vomeronasal (TAKAHASHI; 

GLADSTONE, 1988; DOMINGUEZ; HULL, 2001) e de vários núcleos do hipotálamo 

(McDONALD et al., 1999) projetam-se para a AMe. O primeiro subnúcleo a processar a 

informação olfativa/vomeronasal é a AMeAD que, via núcleos intercalados da amígdala, 

transfere a informação à AMePD depois de analisado sua relevância social para o animal em seu 

ambiente (MEREDITH; WESTBERRY, 2004). A seguir, seguem as informações olfativas 

processadas para áreas motoras e neuroendócrinas do telencéfalo basal, para a MPOA e outros 

núcleos hipotalâmicos e, também, para o tronco encefálico (LEHMAN; WINANS, 1982; 

CANTERAS; SIMERLY; SWANSON, 1995; KONDO; ARAI, 1995; WOOD, 1997; 

DOMINGUEZ; HULL, 2001; PETROVICH; CANTERAS; SWANSON, 2001). Os subnúcleos 

da AMe parecem estar em posição estratégica para modular comportamentos quer requeiram 

ativação quimissensorial para sua ocorrência, como é o caso da atividade sexual (TAKAHASHI; 

GLADSTONE, 1988; DOMINGUEZ; HULL, 2001). De fato, ratas submetidas à lesão na 

AMePD, quando colocadas junto a ratos, mostraram redução da ocorrência de atividade pré-

copulatória (exploração olfativa) e aumento na duração da cópula. Após a cópula, elas buscavam 

menos frequentemente seus companheiros de acasalamento quando comparadas às ratas 

submetidas à lesão fictícia. Tais fêmeas foram colocadas também junto a outras lesadas e 

apresentaram diminuição do comportamento ofensivo dentro de seu grupo e direcionado aos 

animais controle (LEHMAN; WINANS, 1982). Já hamsters machos que sofreram lesão na AMe 

perderam o comportamento de acasalamento e diminuíram sua investigação olfativa direcionada 

aos genitais das fêmeas (LEHMAN; WINANS, 1982; TAKAHASHI; GLADSTONE, 1988). 
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Lesão ampla nesta área em ratos produziu diminuição na frequência de ejaculações, aumento do 

número de intromissões penianas e aumento do intervalo entre as intromissões quando 

comparados a animais não lesionados (KONDO, 1992; MEISEL, 1994). Sugeriu-se, assim, que 

lesões na AMe causam alterações significativas nos modelos de respostas sociais e sexuais em 

roedores, o que reforça a sugestão de que a AMe poderia ser um componente neural do sistema 

de regulação do comportamento copulatório em ratos (VOCHTELOO; KOOLHAAS, 1987; 

TAKAHASHI; GLADSTONE, 1988). 

É muito importante também ressaltar que um dos principais papéis funcionais das 

projeções da AMePD para o AVPV é a regulação da liberação do hormônio liberador de 

gonadotrofinas (GnRH), imprescindível para o ciclo reprodutivo (SIMERLY, 1998). Em 1999, 

Newman e colaboradores sugeriram que as conexões neuronais e sua sensibilidade aos hormônios 

sexuais são dinamicamente moduladas no decorrer da vida e que essas células regulam os 

comportamentos sexuais femininos. Neste sentido, os subnúcleos da AMe podem estar 

envolvidos na organização das fases do ciclo estral, juntamente com o núcleo ventromedial do 

hipotálamo (VMH), AVPV, MPOA e Arc. Sendo assim, as conexões da AMePD com os núcleos 

hipotalâmicos podem regular a liberação do GnRH (KALRA; McCANN, 1975; SIMERLY, 

1998; ETGEN et al., 1999) e/ou diminuir a ocorrência de comportamento defensivo e modular a 

receptividade sexual feminina. Reforça-se com isso as evidências de que as AMePDs de machos 

e fêmeas deveriam ser sensíveis a esteroides sexuais e modular integradamente dentro de 

circuitos neurais a ocorrência de comportamentos típicos masculino e feminino. 

 

1.3. Hormônios gonadais e dimorfismo sexual   

 

Hormônios são tradicionalmente definidos como compostos liberados na corrente 

sanguínea principalmente pelas glândulas endócrinas e que agem em sítios-alvo específicos 
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localizados a variadas distâncias da glândula secretora (KAWATA, 1995; GREENSPAN, 2004; 

PFAFF, 2004; BALTHAZART; BALL, 2006). O colesterol é o precursor das cinco principais 

classes de hormônios esteróides: progestinas, estrogênios, androgênios, mineralocorticoides e 

vitamina D (KAWATA, 1995; GREENSPAN, 2004). Os três primeiros têm sua maior produção 

nas gônadas. 

A exposição do sistema nervoso a hormônios influencia permanentemente uma variedade 

de características como o tamanho e o número de neurônios, ramos dendríticos e conexões 

sinápticas em diferentes áreas, não somente no desenvolvimento, mas também em adultos 

(GOMEZ; NEWMAN, 1991; ERSKINE; MILLER, 1995; WOOLLEY et al., 1997; MADEIRA 

et al., 2001). Por exemplo, o estradiol induz novas sinapses e espinhos dendríticos nas células 

piramidais de CA1 do hipocampo (WOOLLEY et al., 1997). O mesmo ocorre na porção ventro-

lateral do núcleo ventromedial do hipotálamo (VMHvl), onde a ação do estradiol também é capaz 

de causar hipertrofia somática (ERSKINE; MILLER, 1995). No VMHvl, durante o proestro, 

quando o nível de estrogênio em circulação sanguinea está em seu valor mais alto, a arborização 

dendrítica apresenta-se alongada e com maior densidade de espinhos dendríticos (MADEIRA et 

al., 2001). Além disso, quando o estrogênio é administrado em ratas ovariectomizadas, causa um 

aumento das sinapses axodendríticas na VMHvl (NISHIZUKA; PFAFF, 1989). 

Além dos efeitos mediados pelos esteroides sexuais, o dimorfismo sexual é um fenômeno 

comum onde fêmea e macho da mesma espécie diferem entre si, incluindo a secreção cíclica das 

gonadotrofinas e o comportamento sexual, o de agressividade, o emocional e o cognitivo, por 

exemplo (STEFANOVA; OVTSCHAROFF, 2000). O comportamento sexual depende de uma 

variedade de relações individuais e sociais entre os dois sexos. O funcionamento do sistema 

hormonal gonadal tônico dos machos contrasta com o caráter cíclico das fêmeas e muitas 

diferenças se estabelecem entre os gêneros, refletidas tanto estruturalmente como no aspecto 

comportamental (NAFTOLIN, 1981; BECKER, 2002; PFAFF, 2004). Alguns mecanismos 
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celulares que geram tais diferenças estão relacionados com a sensibilidade dada pelos tipos de 

receptores a estes hormônios, o número de células responsivas em uma determinada área nervosa 

e a conectividade sináptica entre estruturas com a mesma possibilidade de modulação de função 

exercida pelos esteroides sexuais (KELLEY, 1988). 

Classicamente, acreditava-se que tais mudanças poderiam ocorrer durante um período 

crítico denominado “organizacional”, que se estende aproximadamente de 4-5 dias antes do 

nascimento até 5-10 dias pós-natais, e é quando ocorrem mudanças permanentes em estruturas 

sensíveis do SNC, ou, atuando sobre animais púberes ou adultos, desempenhando papéis 

“ativacionais”, controlando a função reprodutiva adulta (MURDOCH; GORSKI, 1991; TORAN-

ALERAND, 1995). A ação transformadora dos hormônios soma-se às do genoma e do ambiente, 

para determinar o desenvolvimento de estruturas nervosas sexualmente dimórficas, que, por sua 

vez, modulam a fisiologia do comportamento reprodutivo típico de machos e fêmeas (KELLY, 

1991). Além disso, os hormônios são componentes críticos da interação neurônio-glia, 

provocando ações neuromodulatórias e neurotróficas em situações fisiológicas ou patológicas 

(GARCIA-SEGURA; McCARTHY, 2004). Células neuronais e gliais possuem receptores para 

hormônios gonadais, os quais podem provocar efeitos genômicos e não-genômicos sobre o SNC 

(McEWEN, 1990; McEWEN et al., 1991; TORAN-ALERAND, 1995; GARCIA-SEGURA, 

1999). Com isso, os hormônios gonadais atuam no sistema nervoso promovendo mudanças que 

persistem durante toda a vida do animal, como no caso das áreas ditas sexualmente dimórficas, 

que se diferenciam entre os sexos quanto à sua estrutura/morfologia e função (HINES; ALLEN; 

GORSKI, 1992; PILGRIM; REISERT, 1992; RASIA-FILHO et al., 2004; HERMEL et al., 

2006b; MARTINEZ, 2007; ROCHA et al., 2007). Além disso, esteroides sexuais modulam o 

comportamento reprodutivo em uma grande variedade de espécies animais (PFAFF, 2004). O 

comportamento reprodutivo, incluindo o sexual propriamente dito, o comportamento maternal, o 

defensivo, de defesa territorial e de exploração do ambiente dependem da plasticidade das células 
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neuronais e gliais provocadas pelos hormônios sexuais (McEWEN, 1990; WOOD, 1995; 

GARCIA-SEGURA, 1999).  

Diferentes áreas do SNC são alvo da ação dos hormônios gonadais, os quais promovem 

alterações na expressão gênica e na síntese proteica (MURDOCH; GORSKI, 1991; TORAN-

ALERAND, 1995). A AMePD é uma dessas áreas, como descrito adiante. Esses processos 

ocorrem por meio da ligação dos hormônios aos seus receptores, preferencialmente no núcleo da 

célula (mas também no citoplasma ou, alternativamente, diretamente na membrana celular para 

gerar respostas mais rápidas), quando então se estabelece contato com o sítio de reconhecimento, 

o que provoca aumento na duplicação do DNA e, subsequentemente, o aumento da síntese da 

proteína correspondente modulada por esses esteroides (TORAN-ALERAND, 1995; McEWEN; 

ALVES, 1999; CORNIL; BALL; BALTHAZART, 2006). Essas proteínas incluem enzimas de 

síntese (como a tirosina hidroxilase), transportadores, receptores, proteínas de transdução de sinal 

(fosfatases, cinases, proteínas acessórias, etc) ou enzimas de degradação (como monoamina 

oxidase), os quais modificam a neurotransmissão (McEWEN; ALVES, 1999). 

 Os esteroides sexuais não se restringem a ações genômicas. Eles podem agir alterando o 

potencial de membrana neuronal e o metabolismo dos neurotransmissores, influenciando as 

transmissões sinápticas (MARTINEZ, 2007). Ações gênicas e não-gênicas diferem em tempo de 

ação: efeitos resultantes em segundos são considerados não-gênicos, enquanto efeitos que 

demandam vários minutos ou até mesmo dias são considerados gênicos (McEWEN et al., 1991; 

CORNIL; BALL; BALTHAZART, 2006). Pelas rápidas mudanças no ambiente neural causadas 

pelos hormônios gonadais, como o estradiol, não envolvendo mecanismos genômicos, eles 

poderiam ser inclusive caracterizados como neuromoduladores ou mesmo neurotransmissores 

(BALTHAZART; BALL, 2006; CORNIL; BALL; BALTHAZART, 2006). Considera-se ainda 

que o estrogênio possa ser sintetizado no encéfalo por meio da enzima aromatase, sendo uma 

fonte local de altas concentrações desse esteroide (CORNIL; BALL; BALTHAZART, 2006). As 
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alterações neuroquímicas provocadas por hormônios têm repercussão na modulação dos 

comportamentos e das atividades neuroendócrinas em diversos modelos experimentais 

(McEWEN, 1990; WOOD, 1995). 

No que importa a AMe, a distribuição de receptores para hormônios sexuais entre seus 

subnúcleos não é homogênea. Neurônios com receptores para andrógenos estão presentes em 

todos os seus subnúcleos, porém sua concentração maior é observada da parte média à posterior 

da AMe, mormente na AMePD (SHERIDAN, 1979; SIMERLY et al., 1990). Neurônios com 

receptores dos tipos α e β para estrógenos são encontrados preferentemente na AMePD 

(SIMERLY et al., 1990; LI; SCHWARTZ; RISSMAN, 1997; OSTERLUND et al., 1998), mas 

também há descrições da presença desses receptores tanto na AMeAD como na AMePV (LI; 

SCHWARTZ; RISSMAN, 1997; SHUGHRUE; LANE; MERCHENTHALER, 1997; 

OSTERLUND et al., 1998). É notável que a quantidade de receptores para estrógenos na AMePD 

chega a ser similar ao que é encontrado em diversos núcleos do hipotálamo (SIMERLY et al., 

1990). Receptores para progesterona também já foram relatados na AMe (SAR; STUMPF, 1973; 

McEWEN, 1983; KATO, 1985; ROMANO; KRUST; PFAFF, 1999; HAGIHARA et al., 1992; 

de VRIES, 2002). Em ratos, cerca de 80 a 90% dos neurônios na AMePD que possuem 

receptores para estrógenos também possuem para andrógenos (GRECO et al., 1998). 

Os subnúcleos da AMe são sexualmente dimórficos e podem se modificar de acordo com 

as variações fisiológicas ou experimentais dos níveis de hormônios gonadais (MIZUKAMI; 

NISHIZUKA; ARAI, 1983; NISHIZUKA; ARAI, 1983c; RASIA-FILHO et al., 1991; 2004; de 

CASTILHOS et al., 2008; MORRIS; JORDAN; BREEDLOVE, 2008). Os esteroides sexuais 

podem, então, alterar a morfologia e a função de neurônios e das células da glia na AMePD 

(RASIA-FILHO et al., 2004; ZHOU et al., 2005; HERMEL et al., 2006b; MARTINEZ et al., 

2006; CUNNINGHAM; CLAIBORNE; McGINNIS, 2007; MORRIS; JORDAN; BREEDLOVE, 

2008). De fato, diferenças entre machos e fêmeas na AMePD incluem, por exemplo: o número de 
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neurônios e de células gliais (JOHNSON; BREEDLOVE; JORDAN, 2008; MORRIS; JORDAN; 

BREEDLOVE, 2008), o volume somático neuronal (HERMEL et al., 2006b), a arborização 

dendrítica e a conectividade sináptica (NISHIZUKA; ARAI, 1983b; c; ZEHR et al., 2006; 

COOKE; STOKAS; WOOLLEY, 2007; DALL'OGLIO et al., 2008b), a quantidade de 

neuropeptídeos (MICEVYCH; MATT; GO, 1988; ORO; SIMERLY; SWANSON, 1988; 

WANG; de VRIES, 1995; de VRIES, 2002) e a presença de receptores para opioides endógenos 

(WILSON; MASCAGNI; McDONALD, 2002). 

Dentre esses dados, variações morfológicas mediadas por hormônios gonadais foram 

encontradas no volume somático neuronal na AMePD de ratos, sendo maior em machos do que 

em fêmeas em proestro e estro, mas não entre machos e fêmeas em diestro (HERMEL et al., 

2006b). Não era conhecido até o momento o que ocorria com o volume somático em neurônios 

da AMePD em fêmeas após a ovariectomia e o emprego de terapia substititutiva. A presente tese 

apresenta uma contribuição neste sentido, alicerçada nesses presentes conhecimentos e 

desenvolvendo esta linha de investigação. Isso é relevante porque, em outras áreas encefálicas, 

como no VMH, por exemplo, o volume do neuropilo é significativamente maior em machos do 

que em fêmeas, sem apresentar modificação durante o ciclo estral (MADEIRA; FERREIRA-

SILVA; PAULA-BARBOSA, 2001). Em outros estudos, o volume somático dos neurônios 

presentes na MPOA é maior em machos do que em fêmeas (MADEIRA; LEAL; PAULA-

BARBOSA, 1999). Parece com isso, que um certo padrão de dimorfismo sexual pode ser 

encontrado nas estruturas nervosas que apresentam uma conexão direta com a AMePD, tais como 

as duas regiões acima mencionadas (SANCHEZ; DOMINGUEZ, 1995). Devido à capacidade 

que os hormônios gonadais possuem de gerar alterações nos circuitos neurais, esses dados 

passam a ter especial relevância, ao se entender que neurônios podem desempenhar várias ações 

de acordo com sua morfologia, propriedades intrínsecas de membrana celular, tipo e distribuição 

dos contatos sinápticos e sua capacidade de responder à ação epigenética hormonal (WOOLLEY; 
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McEWEN, 1993; EVERITT, 1995; RASIA-FILHO; LONDERO; ACHAVAL, 1999; de 

CASTILHOS et al., 2008). Por exemplo, neurônios do hipocampo dorsal ou do VMH tiveram 

modificadas as densidades de espinhos dendríticos (locais preferenciais para sinapses) após 

ovariectomia e / ou administração de hormônios gonadais em ratas adultas (FRANKFURT et al., 

1990; WOOLLEY; McEWEN, 1993), sendo este resultado também encontrado na AMePD (de 

CASTILHOS et al., 2008). Em níveis fisiológicos, a própria variação hormonal detectada durante 

o ciclo estral da rata é capaz de modificar a morfologia dos neurônios e dos astrócitos 

hipotalâmicos (FRANKFURT et al., 1990; GARCIA-SEGURA, 1999), como igualmente ocorre 

na AMePD (MARTINEZ et al., 2006). 

 

1.4. O ciclo estral da rata 

 

O ciclo sexual, ovariano ou estral de ratas compõe um meio natural e repetitivo para 

estudar as variações dos hormônios esteroides e suas ações fisiológicas em pouco tempo. Muito 

do conhecimento que há sobre o controle do ciclo ovariano de vários mamíferos que possuem 

ovulação espontânea é baseado em estudos sobre o controle do ciclo estral da rata. Esse ciclo é 

composto por quatro fases distintas: proestro, estro, diestro 1 (ou metaestro) e diestro 2 (ou 

diestro). A fase de proestro dura cerca de 12 a 14 horas e se estende do início da manhã até o 

início da tarde (onde ocorrem os picos hormonais pré-ovulatórios), enquanto que o estro dura 

aproximadamente de 25 a 27 horas. Após o estro ocorre então a fase de metaestro, com duração 

de 6 a 8 horas, seguida pelo diestro, com duração de 55 a 57 horas, reiniciando, após, um novo 

ciclo (FREEMAN, 1994). Cada uma das fases do ciclo caracteriza-se por expressar mudanças no 

útero e na cérvix uterina, detectáveis por características típicas do epitélio vaginal, como a 

presença predominante de células epiteliais nucleadas (no proestro), de células epiteliais 
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cornificadas (no estro), de leucócitos (no diestro), ou uma mistura homogênea de todos os tipos 

de células citadas (no metaestro).  

Além disso, cada período exibe variações nas concentrações de gonadotrofinas e 

consequentemente de esteroides gonadais (MATTHEWS; KENYON, 1984). No ciclo estral, as 

concentrações de hormônio luteinizante (LH) e hormônio folículo-estimulante (FSH) 

permanecem baixas durante quase todo o ciclo. Na fase de proestro o estradiol chega à sua 

máxima concentração, de forma a desencadear uma retroação positiva, o qual promove a 

liberação de GnRH. A secreção de LH começa a aumentar antes da ovulação, denominado “pico 

pré-ovulatório”. Esse aumento na secreção de LH induzido pelo efeito de retroalimentação 

positiva do estradiol no eixo hipotálamo-hipófise-gônadas (HPG), pode ser mimetizado em ratas 

ovariectomizadas (OVX) pelo emprego da reposição hormonal com estradiol (FREEMAN; 

DUPKE; CROTEAU, 1976). Já entre o estro e a manhã do metaestro, as concentrações de 

estradiol estão baixas e só começam a aumentar a partir da tarde do metaestro, atingindo seus 

maiores valores perto do meio dia do proestro e retornando a valores basais na madrugada do 

estro. A progesterona apresenta um primeiro pico na tarde do proestro que se estende até o início 

do estro, e um segundo pico, no metaestro até a madrugada do diestro (SMITH; FREEMAN; 

NEILL, 1975; Figura 5). 
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Figura 5. Concentrações plasmáticas de progesterona (P), prolactina (PRL), estradiol (E), 
hormônio luteinizante (LH) e hormônio folículo-estimulante (FSH) obtidas em intervalos de 2 
horas nas quatro fases do ciclo estral da rata. O traço mais largo no eixo horizontal representa o 
período escuro do ciclo diário claro-escuro (modificado de Smith et al., 1975).  
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Ainda não é claro o mecanismo pelo qual o estradiol estimula a secreção de GnRH. Sabe-

se que sinais centrais e periféricos modulam a atividade dos neurônios GnRH, dentre eles, o 

óxido nítrico (NO) e a noradrenalina (NA). Esses dois sistemas possuem um papel importante em 

relação à sinalização neural e hormonal que modula a função reprodutiva (KALRA, 1993; 

HERBISON, 1998; McCANN et al., 1999), mediando, possivelmente, o mecanismo de retroação 

positiva dos esteroides gonadais (JENNES et al., 1992; McCANN et al., 1999).  

Considerando que o NO é um fator extremamente relevante na regulação do eixo HPG, 

descreveremos a seguir, com mais detalhes, como se dá a formação do NO e seu papel na 

modulação de diversas funções neuroendócrinas e comportamentais. Este é um dos temas que 

está em aberto para estudo na AMePD e para o que esta tese apresenta uma contribuição quanto 

às diferenças entre machos e fêmeas. 

 

 
1.5. Óxido nítrico 

  

O NO é um gás instável, mensageiro neuronal que revolucionou os conceitos clássicos da 

neurotransmissão (DAWSON; SNYDER, 1994). Ele foi primeiramente descoberto como a 

molécula responsável pelas ações tumoricidas e bactericidas dos macrófagos (GREEN et al., 

1981; GREEN; TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981; HIBBS; TAINTOR; VAVRIN, 1987; 

STUEHR et al., 1989). Subsequentemente foi demonstrado que o NO representava um fator de 

relaxamento derivado do endotélio que mediava a habilidade de substâncias como a acetilcolina e 

a bradicinina de dilatar vasos sanguíneos (IGNARRO et al., 1981; IGNARRO et al., 1987; 

PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987). Estudos a seguir indicaram a possibilidade de que o 

NO poderia ser formado no encéfalo, sendo essa evidência obtida em culturas de células 

cerebelares (GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1988). A presença de uma 
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enzima formadora de NO (NO sintase, ou NOS), também no encéfalo, foi mais tarde confirmada 

(KNOWLES et al., 1989), e esta enzima foi susbsequentemente purificada e seu DNA foi 

clonado e sequenciado (BREDT et al., 1991b). Outras séries de observações estabeleceram o NO 

como um mensageiro de populações neuronais específicas. Primeiro, foi demonstrado que o 

glutamato, atuando sobre os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) estimulavam a formação de 

NO (BREDT; SNYDER, 1989) e que inibidores da NOS, como a nitroarginina e a N-metil-

arginina, bloqueavam a estimulação por NMDA sobre os níveis de GMP cíclico (cGMP) em 

secções do encéfalo (BREDT; SNYDER, 1989; GARTHWAITE et al., 1989). O isolamento da 

NOS neuronal (nNOS), a primeira forma de NOS a ser purificada (BREDT; HWANG; 

SNYDER, 1990), levou ao desenvolvimento de anticorpos e mapeamento imunoistoquímico que 

revelou uma associação da nNOS com populações neuronais com atividade neuroquímica 

específica (BREDT; HWANG; SNYDER, 1990; BREDT et al., 1991a). Na AMePD encontram-

se neurônios com capacidade de síntese de NO, como será demonstrado. 

 

1.5.1. Formação do óxido nítrico 

 

A regulação da síntese do NO é mais importante do que de outros neurotransmissores 

porque o NO não pode ser armazenado, recaptado ou inativado após sua liberação na sinapse por 

nenhum dos mecanismos regulatórios convencionais (BREDT; SNYDER, 1994). Embora os 

critérios para estabelecer uma substância como um neurotransmissor sejam ainda discutidos, a 

formação de NO em grupos discretos de neurônios e a sua capacidade de mediar ações sinápticas 

forneceu fortes evidências para consolidar tal gás como tendo função neurotransmissora no SNC 

de mamíferos (PANZICA et al., 2006). Mas, por exemplo, neurotransmissores são usualmente 

armazenados em vesículas e liberados por exocitose. Já o NO é formado de acordo com a 

demanda e simplesmente se difunde entre as células (JAFFREY; SNYDER, 1995). Outro aspecto 



 31  

importante é que os neurotransmissores geralmente agem em receptores específicos nas 

membranas de células adjacentes, enquanto o NO se difunde para dentro das células adjacentes e 

se liga a inúmeras proteínas que servem como “alvos”/“receptores”, como a guanilil ciclase 

(GARTHWAITE; BOULTON, 1995; JAFFREY; SNYDER, 1995). Sendo assim, o NO possui 

uma grande habilidade para se difundir através das membranas, permitindo uma rápida 

movimentação em todas as direções, desde o local de sua síntese (XIE; HERMANN; 

KERSCHBAUM, 2002). Além disso, neurotransmissores podem ser inativados por mecanismos 

enzimáticos ou de recaptação, enquanto que o NO é inativado por reações químicas com outras 

moléculas, como o superóxido ou sua ligação com a hemoglobina (JAFFREY; SNYDER, 1995).  

A quantidade de NO produzido depende da atividade da enzima NOS. A NOS converte L-

arginina em NO e L-citrulina, em um processo que consume cinco elétrons (MARLETTA, 1993; 

Figura 6). Sendo assim não é surpreendente que a NOS seja uma das enzimas com grande 

possibilidade de regulação (HU; EL-FAKAHANY, 1996; ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 

2001). E foi a evidência de que a calmodulina era absolutamente necessária para a atividade da 

enzima que tornou possível a purificação da NOS (BREDT; SNYDER, 1990).   

 

 

 

 

 

Figura 6. Reação catalizada pela óxido nítrico sintase (Marletta, 1993).  
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Após esta etapa, duas classes distintas de NOS foram identificadas: a NOS constitutiva, 

dependente de cálcio/calmodulina (cNOS) e a NOS induzível, independente de cálcio (iNOS ou 

NOS tipo II; (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991), conhecida por ser regulada pós-

transcripcionalmente. Além disso, duas isoformas da cNOS foram descritas, denominadas de 

NOS endotelial (eNOS ou NOS tipo III) e NOS neuronal (nNOS ou NOS tipo I) (ALDERTON; 

COOPER; KNOWLES, 2001). A nNOS é a mais abundante isoforma presente no encéfalo, e é 

co-localizada com neurônios marcados com nicotinamida-adenina dinucleotídio-fosfato em sua 

forma reduzida (NADPH) diaforase (NADPH-d; DAWSON; DAWSON, 1996). Todos os tipos 

de NOS requerem NADPH e O2 como co-substratos para a sua reação (MARLETTA, 1993). Os 

primeiros neurônios marcados com a técnica da NADPH-d foram identificados por Thomas e 

Pearse em 1964, que descobriram neurônios que se marcavam de azul escuro na presença de azul 

de nitrotetrazólio (nitro blue tretazolium, NBT) e NADPH. A atividade da nNOS depende 

também de outros cofatores, tais como, flavina mononucleotídeo (FMN), flavina adenina 

dinucleotídeo (FAD) e tetrahidro-L biopterina (BREDT; SNYDER, 1994; VINCENT, 1994).  

A expressão da proteína nNOS é estimulada em resposta ao aumento de níveis 

intracelulares de cálcio. No encéfalo, o glutamato agindo em receptores NMDA desencadeia um 

influxo de cálcio que se liga com a calmodulina para ativar a nNOS. Dessa maneira, o glutamato 

pode triplicar a atividade da nNOS em fatias de encéfalo em questão de segundos, o que gerou 

um novo modelo de transdução sináptica (BREDT; SNYDER, 1989).  

 

1.5.2. Distribuição neuroanatômica do óxido nítrico 

 

A presença de neurônios produtores de NO vem sendo descrita em estudos que utilizam 

técnica histoquímica para NADPH-diaforase, imunoistoquímica para nNOS e hibridização in situ 
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em diversas áreas do SNC de mamíferos, incluindo o sistema olfatório, o córtex cerebral, o 

diencéfalo, o tronco encefálico, o cerebelo e a medula espinal (VINCENT; KIMURA, 1992; 

BRUNING; FUNK; MAYER, 1994; EGBERONGBE et al., 1994; PANZICA et al., 1994; 

RODRIGO et al., 1994; BRUNING; MAYER, 1996; GOTTI et al., 2005). Em ratos, a 

distribuição de células nNOS positivas foi descrita em detalhes particularmente em certos núcleos 

hipotalâmicos e límbicos envolvidos no controle de comportamentos reprodutivos, tais como, 

MPOA, núcleos paraventricular (PVN), supraóptico (SON), Arc e VMH, BNST (BREDT; 

FERRIS; SNYDER, 1992; VINCENT; KIMURA, 1992; BHAT et al., 1996), AMe e BAOT 

(COLLADO et al., 2003; CARRILLO et al., 2007). Para tanto, muitos experimentos tem se 

valido da identificação de neurônios positivos para a NADPH-d uma vez que ela é uma nNOS 

(HOPE et al., 1989; 1991). 

   

1.5.3. Funções neuroendócrinas e comportamentais do óxido nítrico 

 

 A localização da nNOS em diversos tipos celulares que pertencem a uma grande 

variedade de sistemas neuronais, sugere que o NO está envolvido no controle de diversas 

atividades fisiológicas, tais como, potenciação a longo prazo (LTP), neuroproteção, degeneração 

neural e regulação da secreção peptidérgica (DAWSON; SNYDER, 1994; DAWSON; 

DAWSON, 1996).  

Particularmente, o NO tem um papel fundamental na reprodução em vários níveis no 

organismo. Diversos estudos sugerem que o NO facilita o desencadeamento do comportamento 

sexual tanto por sua ação central quanto periférica, e provavelmente por meio de uma interação 

com outros sistemas de neurotransmissores (PANZICA et al., 2006). Perifericamente, o NO, 

produzido pela eNOS e pela nNOS, está envolvido com a regulação da ereção peniana 

(IGNARRO, 2002), a ovulação (SHUKOVSKI; TSAFRIRI, 1994; BONELLO et al., 1996) e a 
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transferência de oócitos dos ovários para os ovidutos (KLEIN et al., 1998). Centralmente, o NO 

tem um importante papel no controle do comportamento sexual tanto de ratos machos quanto de 

fêmeas (MANI et al., 1994; BENELLI et al., 1995; SATO et al., 1998; LAGODA et al., 2004). 

Isto vem sendo confirmado com estudos utilizando diferentes linhagens de camundongos 

knockout. Em particular, a interrupção do exon 2 (resultando em uma atividade residual da 

nNOS) induz déficit no comportamento sexual de camundongos machos (NELSON et al., 1995), 

enquanto a interrupção do exon 6 (resultando na perda total de atividade da nNOS) induz o 

desaparecimento total do comportamento sexual de machos e da ovulação em fêmeas 

(GYURKO; LEUPEN; HUANG, 2002). No encéfalo, o NO aumenta a síntese e secreção de 

GnRH, possibilitando o reflexo de lordose (RETTORI; McCANN, 1998; McCANN et al., 1999; 

2003). 

Além desses comportamentos, o NO influencia outros comportamentos motivados, 

incluindo-se o agressivo, e a modulação da memória e do aprendizado espacial (NELSON et al., 

1997; NELSON; CHIAVEGATTO, 2001). 

 

 

1.5.4. Relação entre o óxido nítrico e os hormônios gonadais 

 

O controle do comportamento reprodutivo pelo NO é modulado pelos hormônios 

gonadais e provavelmente mediado por interações com outros sistemas de neurotransmissão, 

como a dopamina (DA) no encéfalo de machos (HULL et al., 1997; 1999; HULL; MUSCHAMP; 

SATO, 2004; HULL; DOMINGUEZ, 2006) e pela NA no encéfalo de fêmeas (CHU; ETGEN, 

1997).  O sistema NO-cGMP faz parte de uma via de sinalização intracelular que serve para 

regular o efeito facilitatório dos adrenoreceprotores �1 nos comportamentos de lordose em ratas 

(ETGEN, 2003). Em ratos machos, por exemplo, a testosterona (T) aumenta os níveis de NO 
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dada sua ação estimulatória na nNOS (DU; HULL, 1999). Por sua vez, o NO aumenta a liberação 

da DA na MPOA (LORRAIN; HULL, 1993; LORRAIN et al., 1996; DOMINGUEZ et al., 

2004). O aumento da liberação de DA promove maior responsividade aos estímulos produzidos 

pela presença da fêmea em estro e aumento da possibilidade, frequência e eficiência da cópula 

(LORRAIN et al., 1996). Estudos recentes demonstraram que a ação da nNOS é mediada pela 

aromatização da T em 17�-estradiol (E2), e não pela redução à diidrotestosterona (DHT; 

PUTNAM et al., 2005). Ainda em machos, foi demonstrado que a microinjeção de N-nitro-L-

arginina metil ester (L-NAME), inibidor da síntese de NO, na MPOA bloqueou a cópula em 

machos intactos e prejudicou sua ocorrência mesmo em ratos que já tinham experiência sexual 

(LAGODA et al., 2004).  

A ampla distribuição da NOS no eixo HPG sugere que o NO possui funções 

neuroendócrinas, podendo estar envolvido na modulação da secreção de GnRH (MORETTO; 

LOPEZ; NEGRO-VILAR, 1993; GROSSMAN et al., 1994). Sabe-se que a secreção pulsátil de 

NO pode variar de acordo com a fase do ciclo estral, onde no proestro a amplitude de secreção é 

maior do que no estro e no diestro, tendo sua liberação sincronizada com a secreção de GnRH 

(KNAUF et al., 2001). A administração intracerebroventricular de L-NMMA (N-mono-methyl-

L-arginina), um inibidor da atividade da NOS, bloqueia a secreção pulsátil de LH (RETTORI et 

al., 1993). Já a administração intracerebroventricular de L-arginina (que é substrato para a 

produção de NO), amplifica o pico de LH induzido pelo estradiol em ratas OVX (BONAVERA; 

KALRA; KALRA, 1996). De fato, a distribuição da nNOS em diversas regiões cerebrais se 

sobrepõe aos receptores para hormônios gonadais (SHUGHRUE; MERCHENTHALER, 2001; 

MERCHENTHALER et al., 2004), como no caso da AMePD. 

Diversos estudos em roedores demonstraram que a expressão de nNOS é regulada pelos 

hormônios gonadais. A castração diminui a expressão da nNOS enquanto o tratamento com T ou 

seu metabólito, o E2, aumenta o número de células nNOS ou NADPH-d positivas, assim como a 



 36  

expressão de RNAm para nNOS na MPOA, PVN e na VMHvl (CECCATELLI et al., 1996; 

HADEISHI; WOOD, 1996; SANCHEZ et al., 1998; DU; HULL, 1999; WAREMBOURG; 

LEROY; JOLIVET, 1999; PUTNAM et al., 2005). O papel fundamental do estradiol e dos seus 

receptores na regulação do sistema nNOS é também confirmado por resultados obtidos em 

camundongos machos mutantes que não possuíam ER� ou que não foram expostos ao estradiol 

(aromatase knockout, ArKO). Em ambos os casos foi detectada uma diminuição significativa da 

imunorreatividade para nNOS na MPOA, PVN e Arc (SICA, 2007). Além disso, foi demonstrado 

que o ER� e o AR interagem para regular a nNOS especificamente para cada região do encéfalo 

de machos e fêmeas (SCORDALAKES; SHETTY; RISSMAN, 2002). E a atividade da NADPH-

d aumenta durante a fase de estro no BAOT (COLLADO et al., 2003) e na AMeAV 

(CARRILLO et al., 2007).  

 

Baseado em todos esses dados, estava claro que dois tópicos relevantes sobre a 

organização celular da AMePD necessitavam maior investigação para avançar tais 

conhecimentos e para tornar congruentes os raciocínios sobre os efeitos dos hormônios gonadais 

nesta área. O foco de estudo é questionar de que maneira a variação dos hormônios gonadais, de 

forma fisiológica ou supra-fisiológica, poderia estar modificando o neuropilo da AMePD de 

ratos. Com base no que já foi publicado na literatura e nos encadeamentos lógicos das linhas de 

pesquisa que envolvem a AMePD, escolhemos estudar a atividade da NADPH-d em machos, em 

fêmeas ao longo do ciclo estral e em fêmeas OVX com terapia substitutiva. A seguir, buscou-se 

estudar o volume somático e nuclear de neurônios da AMePD de fêmeas OVX também 

submetidas à terapia substitutiva. Não havia, até o momento, nenhum relato na literatura dos 

efeitos da ovariectomia e da reposição hormonal com estradiol e/ou progesterona sobre a 

atividade da NADPH-d ou sobre o volume somático e nuclear na AMePD, e nem se o ciclo estral 

poderia se relacionar com a atividade da NADPH-d nessa mesma região. Esse tipo de 
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conhecimento é relevante frente ao fato de que a AMePD é uma região considerada sexualmente 

dimórfica, participando na modulação do comportamento reprodutivo na secreção 

neuroendócrina por influenciar a atividade de diferentes áreas hipotalâmicas e formando circuitos 

neurais específicos. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 
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Como diferenças relacionadas ao sexo, ao ciclo estral e à influência dos hormônios 

gonadais como terapia substitutiva já foram relatadas para a AMePD de ratos, o que sugere que a 

organização estutural desta região varia em função dos níveis circulantes de hormônios gonadais, 

e considerando-se que o conhecimento das populações neuronais da AMePD é de fundamental 

importância para uma melhor compreensão do seu papel funcional, buscando avançar e 

correlacionar os conhecimentos com dados ainda inéditos, o presente trabalho teve os seguintes 

objetivos: 

1. Avaliar a influência dos hormônios gonadais em níveis fisiológicos na atividade regional, na 

atividade neuronal e no número de células positivas para a NADPH-diaforase na AMePD de 

machos e, em fêmeas, ao longo de todas as fases do ciclo estral (diestro, manhã e tarde do 

proestro, estro e metaestro), utilizando-se técnica histoquímica e análise semi-quantitativa por 

técnica de densitometria óptica. 

2. Avaliar a influência da ovariectomia e dos hormônios gonadais femininos, estradiol e 

progesterona, em níveis supra-fisiológicos, combinados ou não, como terapia substitutiva na 

atividade regional, na atividade neuronal e no número de células positivas para a NADPH-

diaforase na AMePD, utilizando-se técnica histoquímica e análise semi-quantitativa por 

técnica de densitometria óptica. 

3. Determinar o efeito da ovariectomia e da terapia substitutiva com estradiol e progesterona, 

em níveis supra-fisiológicos, combinados ou não, sobre o volume somático e nuclear de 

neurônios da AMePD de ratas utilizando-se técnica de reconstrução estereológica de cortes 

seriados e o método de Cavalieri em associação com a técnica de contagem de pontos. 
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Com isso, esperavam-se encontrar dados que corroborassem o entendimento da AMePD como 

sendo sexualmente dimórfica, além de evidenciar os efeitos das variações cíclicas dos esteroides 

sexuais e efeitos da manipulação hormonal sobre estes parâmetros morfológicos.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1. Animais 

Foram utilizados ratos Wistar adultos de ambos os sexos (3 – 5 meses de idade, 6 machos 

e 70 fêmeas) provenientes do biotério do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da UFRGS. Os 

animais foram mantidos em grupos (no máximo cinco por caixa padrão) com água e comida ad 

libitum. A temperatura foi mantida em torno de 22º C e em ciclo claro/escuro de 12 h cada.  

Foram tomados todos os cuidados éticos para minimizar o número de animais estudados e 

o seu sofrimento. Os ratos utilizados para os experimentos foram manipulados de acordo com as 

normas brasileiras para o uso ético de animais em experimentação científica, além das diretrizes 

internacionais de cuidados éticos para estudo de animais em laboratório (Conselho Diretivo da 

Comunidade Européia de 24 de novembro de 1986, 86/609/EEC). O projeto (número 2007904) 

foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFRGS, reunião nº 34, ata nº 114, de 

04/09/2008, por estar adequado ética e metodologicamente e de acordo com a Resolução 196/96 

e complementares do Conselho Nacional de Saúde. 

Para a realização deste estudo, foram realizados três experimentos. No primeiro 

experimento foram utilizados 6 machos e 30 fêmeas ao longo do ciclo estral e no segundo e 

terceiro experimento foram utilizadas, em cada um, 20 fêmeas ovariectomizadas com tratamento 

substitutivo. Os procedimentos realizados para cada um dos experimentos serão descritos a 

seguir. 

 

3.2. Identificação das fases do ciclo estral 

Em todos os experimentos, as ratas tiveram seu ciclo estral avaliado quanto à sua 

normalidade (fases de diestro, proestro, estro e metaestro) por meio da citologia vaginal realizada 

diariamente durante um período de duas semanas. Para isso foi utilizada uma pipeta de tamanho 
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adequado preenchida com solução salina. Após a coleta, o material obtido do “esfregaço vaginal” 

foi colocado sobre uma lâmina histológica e observado ao microscópio óptico para a 

identificação dos tipos celulares de cada fase. Classicamente, cada uma dessas fases distingue-se 

pela preponderância de tipos celulares característicos, que são: leucócitos em diestro, células 

epiteliais em proestro, células queratinizadas no estro ou a presença dos três tipos celulares no 

metaestro (SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975; FREEMAN, 1994; Figura 7). Ao final dessas 

duas semanas somente as fêmeas que apresentaram dois ciclos regulares consecutivos foram 

selecionadas para estudo. 

 

Figura 7. Fotomicrografias mostrando a citologia vaginal de ratas nas diferentes fases do ciclo 
estral. Diestro, com predominância de leucócitos; proestro, com predominância de células 
epiteliais nucleadas; estro, com predominância de células queratinizadas; e, metaestro, com 
presença conjunta desses tipos celulares. Barra: 20 �m (conforme originalmente apresentado em 
HERMEL, 2005). 
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3.3. Experimento 1: Atividade da NADPH-diaforase entre machos e fêmeas ao longo do 

ciclo estral 

 

3.3.1. Procedimento histoquímico para NADPH-diaforase 

 

Nesse experimento foi realizada a técnica histoquímica da NADPH-d adaptada de 

(CARRILLO et al., 2007). Esta técnica utiliza NADPH como substrato e azul de nitrotetrazólio 

(NBT) como cromógeno, gerando um precipitado azul escuro insolúvel denominado formazan. 

 Atualmente sabe-se que a enzima NADPH-d é histoquimicamente definida como a 

enzima responsável por catalizar a seguinte reação (HOPE; VINCENT, 1989): 

 

NADPH  +   NBT               NADP+   +  formazan  

  

Foram utilizados 6 machos e 6 fêmeas em cada fase do ciclo estral (diestro, manhã do 

proestro, tarde do proestro, estro e metaestro; n = 36). Com exceção do grupo estudado na manhã 

do proestro, todas as outras ratas foram sacrificadas na tarde de seus respectivos ciclos (16h). 

Para realização da técnica, todos os animais foram anestesiados com tiopental sódico (50 mg/kg, 

i.p.; Cristalia, Brasil), injetados com 1000 UI de heparina no ventrículo cardíaco esquerdo e  

perfundidos com o auxílio de uma bomba peristáltica (Control Company, Brasil, fluxo de 20 

mL/min) com 200 mL de solução salina seguida por 200 mL de paraformaldeído 4 % diluído em 

tampão fosfato 0,1 M e pH 7,4 (TF). Os encéfalos foram removidos e pós-fixados por 4 horas na 

mesma solução fixadora. Então, foram seccionados (50 µm) em vibrátomo (Leica, Alemanha), 

sendo as secções recolhidas em TF 0,1M pH 7,4 e processados para o procedimento 

histoquímico. Foi realizada uma pré-incubação dos cortes à temperatura ambiente por 10 min em 
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uma solução contendo 12µL de Triton X-100 (Sigma) diluído em 100 mL de TF 0,1M pH 7,4. 

Após, os cortes foram incubados a 37o C em uma solução contendo 5 mg de NADPH (Sigma) e 3 

mg de NBT (Sigma), diluídos em TF 0,1M pH 7,4. O tempo de incubação dos cortes na estufa foi 

de 1 h e 30 min. Após a reação, os cortes foram lavados com TF 0,1M pH 7,4, montados em 

lâminas gelatinizadas, desidratados em uma série alcoólica crescente, diafanizados em xilol e 

cobertos com bálsamo do Canadá.  

 Todos os encéfalos utilizados foram fixados e pós-fixados durante o mesmo período de 

tempo em soluções idênticas. Foram igualmente processados ao mesmo tempo, seguindo-se 

exatamente os mesmos passos histológicos, bem como incubados nos mesmos meios, pelo 

mesmo período de tempo. Esses procedimentos foram realizados a fim de reduzir a possibilidade 

de overrreaction, diferenças na reação do cromógeno ou alterações nos níveis de fundo dos 

grupos experimentais, o que poderia gerar resultados inadequados para comparações entre os 

grupos experimentais. 

 
 
3.3.2. Aquisição de dados 
 
 
 Para a localização precisa da AMePD foi utilizado como referencial anatômico o atlas das 

coordenadas estereotáxicas do encéfalo do rato de Paxinos e Watson (1998) juntamente com as 

descrições da AMePD foram baseadas nas descrições de Alheid et al. (1995) e Canteras et al. 

(1995). As secções contendo esta região foram projetadas em desenhos esquemáticos de cortes 

coronais do encéfalo. Os locais onde puderam ser identificados neurônios na AMePD, 3,0 a 3,30 

mm posterior ao bregma (PAXINOS; WATSON, 1998), foram selecionadas para estudo em 

microscópio óptico. Ambos os hemisférios cerebrais foram utilizados. 
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 O protocolo para medir a densidade óptica da atividade da NADPH-d na AMePD foi 

baseado no estudo realizado previamente por Martinez e colaboradores (2006).  A intensidade do 

produto da reação da atividade a NADPH-d foi estudada por uma análise semi-quantitativa usando 

um microscópio Nikon Eclipse E-600 (400x) acoplado a uma câmera CCD “Pro-Series High 

Performance” e o programa “Image Pro Plus Software 6.0” (Media Cybernetics, EUA). As secções 

foram analisadas e as imagens AMePD foram capturadas, digitalizadas e convertidas para tons de 

cinza (0-255; sendo, 0 = branco absoluto e 255 = negro absoluto). Todas as condições de luz e 

magnificações foram mantidas constantes. Quadros com 20.330 �m2 (como área de interesse, AOI) 

foram colocados sobre uma grade que foi sobreposta à imagem para auxiliar na medição da 

densidade óptica regional. Para se medir a densidade óptica neuronal, foram colocados quadros 

com 13 �m2. Vasos sanguineos e outros artefatos evidentes foram evitados. Foram analizadas pelo 

menos 25 secções da AMePD de cada grupo estudado (5 secções por animal). Uma área de tecido 

livre foi determinada e utilizada para corrigir as medidas de densidade óptica, servindo como 

imagem de background. Foi realizada a subtração de cada fundo marcado com o fundo de correção 

(XAVIER et al., 2005).  

A densidade óptica dos neurônios imunorreativos por campo, em uma calibração padrão, 

foi obtida pela fórmula:  

DO (x,y) = -log [(Intensidade (x,y) -NA/ Incidente-NA)], 

onde: DO = densidade óptica; (x,y) = coordenadas do “pixel” analisado; Intensidade = 

intensidade de luz visível no “pixel” ; Incidente =  intensidade de luz que incide sobre o pixel; e 

NA= negro absoluto. 
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O número de neurônios NADPH-d-positivos na AMePD foram contados utilizando um 

microscópio Nikon Eclipse E-600 (40×, Japan) acoplado a uma câmera Pro-Series High 

Performance CCD e ao software Image Pro Plus Software 6.0 (Media Cybernetics, USA). No 

mínimo 5 secções de cada animal foram utilizadas. As contagens fora feitas visualmente por um 

observador treinado. Foram contados somente os neurônios em que suas características citológicas 

e de marcação pela NADPH-d eram evidentes. 

 

3.3.3. Análise Estatística 

 Os dados referentes à densitometria óptica regional e a densitometria óptica neuronal da 

atividade da NADPH-d, assim como as contagens dos neurônios NADPH-d-positivos, foram 

comparados pelo teste da análise da variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post hoc de 

Tukey. Previamente, os grupos de ratas em proestro (estudadas na manhã ou na tarde desta fase) 

foram comparados pelo test t de Student. Como não houve diferença estatisticamente significante 

entre esses grupos (como descrito no artigo respectivo), os dados desses dois grupos foram 

agrupados. O nível de significância estatística foi estabelecido a priori em P < 0,05. 
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3.4 Experimento 2: Atividade da NADPH-diaforase após ovariectomia e terapia hormonal 

substitutiva 

 

3.4.1. Procedimento cirúrgico e terapia hormonal substitutiva 

 

Após avaliação da citologia vaginal, as ratas foram anestesiadas com quetamina e xilasina 

(80 e 20 mg/kg, respectivamente) injetadas por via intraperitoneal (i.p.), e ovariectomizadas, 

bilateralmente, por acesso cirúrgico dorsal. Após a retirada dos ovários e a sutura por planos, as 

ratas foram recolocadas em suas respectivas caixas para recuperação pós-operatória. Sete dias 

após o procedimento cirúrgico, as ratas foram divididas nos seguintes grupos experimentais com 

metodologia baseada e adaptada de estudos previamente publicados (MARTINEZ et al., 2006; de 

CASTILHOS et al., 2008): 

- grupo 1 (V): fêmeas ovariectomizadas (OVX; n = 5) e que receberam três injeções subcutâneas 

(s.c.) de veículo (óleo de gergelim) em volume de 0,1 mL, no horário da manhã (às 9 h), servindo 

como grupo controle. A primeira dose foi dada no primeiro dia da terapia substitutiva (dia 1), a 

segunda dose de óleo foi dada 24 h depois da primeira dose (dia 2), e a terceira dose foi dada 48 h 

após a segunda dose e 5 h antes da rata ser sacrificada e submetida à técnica histoquímica para 

NADPH-d, (dia 4 da terapia substitutiva), conforme o seguinte esquema: 
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- grupo 2 (BE): fêmeas OVX (n = 6) e que receberam benzoato de estradiol (BE; Sigma 

Chemicals Co., EUA) na dose de 10 µg diluídos em 0,1 mL de veículo (óleo de gergelim) sob o 

seguinte protocolo: a primeira dose de BE foi dada no primeiro dia de terapia substitutiva (dia 1), 

a segunda dose de BE foi dada 24 h depois da primeira dose (dia 2) e a terceira dose foi de 

veículo (óleo) na dose de 0,1 mL, 48 h após a segunda dose de BE e 5h antes da rata ser 

sacrificada e submetida à técnica histoquímica para NADPH-d (dia 4), conforme o esquema a 

seguir: 

 

 

 

- grupo 3 (BE+P): fêmeas OVX (n = 4) e que receberam 10 µg de BE e 500 µg de progesterona 

(P; Sigma Chemicals Co., EUA) ambos diluídos em 0,1 mL de veículo (óleo de gergelim), sob o 

OVX 

��

BE  
(10 µg/ 
0,1 mL) 
 

1 semana 
  24 h 24 h 24 h 

Dia 1 Dia 3 Dia 2 Dia 4 

óleo  
(0,1 mL) 

  

BE  
(10 µg/ 
0,1 mL) 

 

OVX 

��

óleo  
(0,1 mL) 

  

1 semana 
  24 h 24 h 24 h 

Dia 1 Dia 3 Dia 2 Dia 4 

óleo  
(0,1 mL) 

  

óleo  
(0,1 mL) 
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seguinte esquema: a primeira dose de BE foi dada no primeiro dia da terapia substitutiva (dia 1), 

a segunda dose de BE foi dada 24 h depois da primeira dose (dia 2) e a terceira dose foi de P, 48 

h após a segunda dose de BE e 5h antes da rata ser sacrificada e submetida à técnica histoquímica 

para NADPH-d, conforme seguinte protocolo: 

 

 

 

 

- grupo 4 (P): fêmeas OVX (n = 5) e que receberam 0,1 mL de veículo (óleo de gergelim) e 500 

µg de P, diluída em 0,1 mL de óleo, sob o seguinte esquema: a primeira dose de óleo foi dada no 

primeiro dia da terapia substitutiva (dia 1), a segunda dose de óleo foi dada 24 h depois da 

primeira dose (dia 2) e a terceira dose foi de P, 48 h após a segunda dose de óleo e 5h antes da 

rata ser sacrificada e submetida à técnica histoquímica para NADPH-d, conforme seguinte 

protocolo: 

 

OVX 
 

P 
(500 µg/ 
0,1 mL) 

 

1 semana 
  24 h 24 h 24 h 

Dia 1 Dia 3 Dia 2 Dia 4 

BE  
(10 µg/ 
0,1 mL) 
 

BE  
(10 µg/ 
0,1 mL) 
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 Após o tratamento com a terapia hormonal, e 5 horas após a última injeção, os animais 

foram então anestesiados e perfundidos para a realização do procedimento histoquímico e da 

densitometria óptica regional e neuronal, bem como para a contagem de neurônios NADPH-d 

positivos, conforme descrito no experimento 1. 

 

3.4.2. Aquisição dos dados 

 

 Foi utilizado o mesmo procedimento para aquisição dos dados conforme experimento 1. 

 

3.4.3. Análise Estatística 

 Os dados referentes a densitometria óptica regional e a densitometria óptica neuronal da 

atividade da NADPH-d, assim como as contagens dos neurônios NADPH-d positivos foram 

comparados empregando-se o teste da análise da variância (ANOVA) de uma via seguida pelo 

teste post hoc de Tukey. O nível de signficância estatística foi estabelecido a priori em P < 0,05. 

 

 

OVX 

��

óleo  
(0,1 mL) 

  

1 semana 
  24 h 24 h 24 h 

Dia 1 Dia 3 Dia 2 Dia 4 

óleo  
(0,1 mL) 

  

P 
(500 µg/ 
0,1 mL) 
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3.5. Experimento 3: Avaliação do volume somático e nuclear de neurônios da AMePD de 

fêmeas ovariectomizadas com terapia hormonal substitutiva 

 

3.5.1. Animais 

 

Foram utilizadas ratas Wistar adultas de mesma idade e nas mesmas condições de criação 

em biotério mencionadas anteriormente. Estas tiveram a regularidade do seu ciclo estral avaliada, 

posteriormente ovariectomizadas, conforme protocolo do experimento 2, e divididas em 4 

grupos, também conforme protocolo do experimento 2 (n = 5 em cada grupo experimental). Após 

a terapia substitutiva, as fêmeas foram anestesiados com tiopental sódico (50 mg/kg, i.p.; 

Cristalia, Brasil), injetados com 1000 UI de heparina (Cristalia, Brasil) no ventrículo cardíaco 

esquerdo e perfundidos com o auxílio de uma bomba peristáltica (Control Company, Brasil, 20 

mL/min) com 200 mL de solução salina, seguida por 100 mL de paraformaldeído 4 % (Reagen, 

Brasil) e glutaraldeído 0,5 % (Sigma, EUA) diluídos em TF 0,1M e pH 7,4. Os encéfalos foram 

removidos, seccionados coronalmente em vibrátomo (100 µm; Leica, Alemanha) e as áreas 

contendo a AMePD (aproximadamente – 3,30 mm posterior à sutura bregmática) foram 

selecionadas e identificadas segundo o atlas para encéfalo de rato de Paxinos e Watson (1998).  

 

3.5.2. Procedimento histológico 

 

Após terem sido pós-fixadas na mesma solução durante uma noite, as secções contendo a 

AMePD foram lavadas em TF salino (3 vezes de 30 min), pós-fixadas por 1 h em tetróxido de 

ósmio 1% (Sigma, EUA), em seguida o material foi novamente lavado em TF salino (3 vezes de 

15 min) e desidratado em uma série de concentrações crescentes de álcool e óxido de propileno 
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(Electron Microscopy Sciences, EUA). Posteriormente foi feita a inclusão em resina (Durcupan, 

ACM-Fluka, Suíça). Para isso, o material foi submetido ao seguinte protocolo: álcool 50% 2 

vezes de 5 min; álcool 70% 2 vezes de 10 min; álcool 96% 2 vezes de 20 min; álcool 100% 2 

vezes de 20 min. Posteriormente as secções foram embebidas em óxido de propileno, durante 5 

min; depois foi feita uma mistura 1:1 com resina (Durcupan ACM-Fluka, Suíça) e óxido de 

propileno onde as secções ficaram durante 10 min; finalmente, as secções foram colocadas em 

resina pura a vácuo durante 24 h a temperatura ambiente. Após isso, as secções ainda com resina 

foram colocadas lâminas de vidro e cobertas com lâminas de acetato a 60ºC por 48 h 

(RODRIGO, 1996). Secções semifinas (1µm) foram obtidas em um ultramicrótomo (MT 6000-

XL, RMC, Tucson, EUA) usando-se navalhas de vidro e analisadas sob microscópio óptico após 

coloração com azul de toluidina 1% diluída em tetraborato de sódio 1% (Merck, Alemanha). 

 

3.5.3. Aquisição de dados 

 

  A estimativa do volume somático e nuclear dos neurônios da AMePD esquerda de todos 

os animais foi obtida com o método de Cavalieri associado com a técnica de contagem de pontos 

(técnica de reconstrução de secções seriadas; CRUZ-ORIVE; WEIBEL, 1990; LEDDA et al., 

2000; HERMEL et al., 2006b; ROCHA et al., 2007), ou seja, imagens seriadas contendo a 

AMePD foram obtidas e digitalizadas usando-se um microscópio Nikon Eclipse E-600 (Japão) 

acoplado a uma câmera CCD Pro-Series “High Performance” com o auxílio do programa “Image 

Pro Plus Software 6.0” (Media Cybernetics, EUA). Um mínimo de 12 secções e 42 áreas/ponto 

por soma neuronal foram analisadas. Somente os corpos celulares contidos completamente na 

série de secções foram utilizados na avaliação quantitativa. O valor médio do volume somático e 

nuclear foi calculado com a equação: 
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V= ΣΣΣΣP . A/P . T 

 

 onde V= volume, ΣP= total de áreas/ponto contadas, a/p= área/ponto (8,98 �m2), T= espessura 

da secção (1 µm).  

 

3.5.4. Análise estatística 

 

Os valores obtidos nos diferentes grupos experimentais foram comparados pelo teste da 

análise da variância (ANOVA) de uma via seguido pelo teste post hoc de Tukey. O nível de 

significância estatístico foi estabelecido a priori em P < 0,05. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS  
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Experimentos 1 e 2 

Sex differences in NADPH-diaphorase activity in the rat posterodorsal medial amygdala 
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Experimento 3 

Influence of substitutive ovarian steroids in the nuclear and cell body volumes of neurons in the 

posterodorsal medial amygdala of adult ovariectomized female rats 

Neuroscience Letters, in press 

doi:10.1016/j.neulet.2009.11.036 
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5. CONCLUSÕES 
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Os resultados obtidos nos diferentes experimentos desta tese permitem concluir que:  

1. No Experimento 1 analisou-se a atividade regional e neuronal da NADPH-d, além da 

contagem de neurônios NADPH-d-positivos na AMePD, comparando-se machos e fêmeas ao 

longo de todas as fases do ciclo estral (diestro, manhã e tarde do proestro, estro e metaestro). 

1.1. Os presentes resultados demonstraram que os neurônios da AMePD apresentam 

diferenças na atividade regional e neuronal para NADPH-d quando comparados machos e fêmeas 

ao longo do ciclo estral. 

1.2. Machos possuem maior atividade regional e neuronal da NADPH-d na AMePD 

quando comparados às fêmeas em proestro, estro e metaestro, mas não houve diferença 

estatisticamente significativa entre machos e fêmeas em diestro nesses parâmetros estudados. 

1.3. Também não houve diferença estatisticamente significante entre as fêmeas ao longo 

do ciclo estral. 

1.4. Não houve diferenças estatisticamente significantes quanto ao número de neurônios 

NADPH-d-positivos na AMePD de machos ou de fêmeas ao longo do ciclo estral. 

 

2. No Experimento 2 analisou-se a atividade regional e neuronal da NADPH-d, além da 

contagem de neurônios NADPH-d-positivos na AMePD, comparando-se fêmeas OVX e 

submetidas a terapia substitutiva. 

2.1. As fêmeas OVX tratadas com óleo, BE, BE+P ou P não demonstraram diferenças 

estatisticamente significativas para a atividade regional e neuronal da NADPH-d ou no número 

de neurônios NADPH-d-positivos na AMePD. 
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2.2 Esses dados sugerem que a atividade da NADPH-d na AMePD é diferente entre os 

sexos, mas, em fêmeas, não é afetada pelas mudanças nos níveis de hormônios gonadais 

circulantes, tanto em condições fisiológicas quanto supra-fisiológicas. 

 

3. No Experimento 3 analisou-se o volume somático e nuclear de neurônios da AMePD 

de fêmeas OVX submetidas a terapia substitutiva. 

 3.1. Os resultados demonstraram que o volume somático e nuclear dos neurônios da 

AMePD podem ser afetados pela manipulação hormonal em ratas ovariectomizadas. 

 3.2. Fêmeas tratadas com BE+P apresentaram maior volume somático e nuclear na 

AMePD quando comparadas às fêmeas controle (tratadas com óleo) ou tratadas somente com BE. 

 3.3. Fêmeas OVX tratadas somente com P apresentaram maior volume somático e nuclear 

quando comparadas às fêmeas controle (tratadas com óleo). 

 3.4. Esses resultados sugerem que níveis supra-fisiológicos de esteroides sexuais podem 

modular o volume somático e nuclear de ratas OVX, onde a ação conjunta de BE+P provocou 

maior efeito trófico do que somente a administração de BE, indicando que a P  potencializa os 

efeitos estrogênicos nesses parâmetros na AMePD de fêmeas OVX. 

 

 4. Em conjunto, esses achados revelam ações adicionais dos esteroides sexuais na 

AMePD e novas características na morfologia neuronal em ratos machos e fêmeas adultos, 

complementando e avançando a literatura atual com resultados que ampliam o número de ações 

dos hormônios gonadais nesta área do telencéfalo de ratos.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. PERSPECTIVAS 
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1. Estudar a distribuição de nNOS na AMePD entre machos, fêmeas ao longo do 

ciclo estral e fêmeas ovariectomizadas submetidas a terapia hormonal substitutiva, 

utilizando imunoistoquímica para nNOS associada à microscopia óptica.  

 

2. Investigar um possível efeito da castração em machos de curta duração (8 dias) e 

de longa duração (90 dias) e da manipulação dos hormônios gonadais sobre o volume 

somático neuronal e nuclear da AMePD. 

 

3. Investigar a densidade dos receptores específicos para estrógenos e progesterona 

na AMePD nas diferentes fases do ciclo estral a fim de elucidar essas interações. Assim 

como identificar os transmissores químicos e suas possíveis variações neste subnúcleo 

durante o ciclo estral.  

O estudo desses dados nos permitirá obter achados relevantes que contribuam para 

definir a organização celular da AMePD, resultados esses, que combinados com outros 

dados morfológicos esclarecerão a atividade funcional desta área em ratos. 
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