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I

Dizemos que a ciéncia «explica», mas, na realidade, apenas «descreve».
Descrevemos hoje melhor, mas explicamos tdo pouco quanto todos os nossos
predecessores. Descobrimos uma sucessdo miiltipla onde o homem ingénuo e o
investigador das civilizagoes 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, ndo compreendemos
absolutamente nada. Em qualquer processo quimico, por exemplo, as
transformacoes continuam, tal como antes, a aparecer como um «milagre». E como
haveriamos nos de conseguir explicd-las? Operamos unicamente com coisas que
ndo existem, com linhas, com superficies, corpos, dtomos, tempos divisiveis,
espagos divisiveis! Como seria possivel sequer uma explicacdo, se traduzimos tudo
primeiro numa imagem, na nossa propria imagem! Na verdade, temos a nossa
frente um continuum, de que isolamos algumas partes, da mesma maneira que, num
movimento, nos apercebemos apenas de pontos isolados e, portanto, ndo vemos, na
realidade, esse movimento, mas deduzimos que existe. Um intelecto que visse a
causa e o efeito como um continuum, e ndo, a nossa maneira, como parcelamento e
Jfragmentagdo arbitrdrios, 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 Ciéncia
(1882)
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RESUMO

Em ratos, a amigdala medial pdstero-dorsal (AMePD) € uma regido sexualmente dimoérfica e esta
envolvida com o controle da reproducdo. Os hormodnios gonadais masculinos e femininos
possuem um papel epigenético importante sobre a morfologia e a funcdo neuro-glial na AMePD.
Nesse trabalho dois grandes topicos 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 nimero de neurdnios NADPH-d-positivos de ratos adultos, fémeas ao
longo do ciclo estral (diestro, proestro, estro € metaestro) ou apds ovariectomia (OVX) seguida
por terapia substitutiva consistindo em veiculo/6leo (controle), somente estradiol (BE), estradiol e
progesterona (BE+P) ou somente progesterona (P) e, (2) a modificagdo do volume somdtico e
nuclear de neurdnios da AMePD de ratas OVX adultas submetidas a0 mesmo tratamento
substitutivo, com o objetivo de revelar possiveis influéncias dos hormonios gonadais sobre esses
parametros morfoldgicos. A histoquimica para a NADPH-d foi utilizada para estudar a densidade
regional e neuronal da atividade da NADPH-d, seguida por uma andlise semi-quantitativa
utilizando-se a densitometria Optica. Todos os animais foram submetidos a0 mesmo protocolo
experimental para obtencdo dos resultados. Com base nisso, machos apresentaram maior
densidade Optica regional e neuronal quando comparados as fémeas ao longo do ciclo estral, com
excecdo da fase de diestro (P < 0,01). Nenhuma diferenga foi encontrada nesses dois mesmos
parametros durante o ciclo ovariano (P > 0,05). Quanto ao nimero de neurénios NADPH-d-
positivos, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre machos e
fémeas, estas ao longo do ciclo estral (P > 0,05). Como os hormo6nios gonadais sdo capazes de
gerar respostas supra-fisiologicas distintas daquelas observadas durante o ciclo ovariano normal
na AMePD, foram testados também os efeitos da OVX nesses parametros. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa na densidade Optica regional, na densidade Optica neuronal e no
nimero de neurdnios NADPH-d-positivos quando se comparam fémeas OVX tratadas com 6leo
ou com as trés diferentes terapias hormonais (P = 0,07, P = 0,18 e P = 0,95, respectivamente).
Para medir os volumes somadtico e nuclear dos neurdnios da AMePD, uma semana apés a OVX e
ao final do tratamento hormonal, os encéfalos foram cortados em seccdes semi-finas (1pum) e
corados com azul de toluidina a 1% para a estimacgdo estereoldgica, utilizando-se o método de
Cavalieri associado a técnica de contagem de pontos. Tanto o volume soméatico quanto o neuronal
apresentaram diferenca estatisticamente significante quando comparados os dados entre as
fémeas OVX tratadas com 6leo, BE, BE+P ou somente P (P < 0,05). Ou seja, ratas OVX tratadas
com BE+P apresentaram maior volume somadtico e nuclear quando comparadas as fémeas OVX
tratadas com 6leo (P < 0,01) ou somente com BE (P < 0,01). Além disso, fémeas OVX tratadas
somente com P apresentaram maior volume somadtico e nuclear quando comparadas as fémeas
OVX tratadas com 6leo (P < 0,05). Esses resultados sugerem que a atividade da NADPH-d ¢é
diferente entre os sexos, mas em fémeas ndo € afetada pelas mudangas nos niveis de hormonios
gonadais em condig¢des fisioldgicas ou suprafisiologicas. Além disso, os volumes somdticos e
neuronais podem ser modulados pelos hormonios gonadais administrados em fémeas OVX, onde
a P gerou maiores resultados. Esses achados revelam agdes adicionais dos esterdides sexuais na
AMePD e novas caracteristicas na morfologia neuronal em ratos machos e fémeas adultos,
complementando e avancando a literatura atual com resultados que ampliam o nimero de agdes
dos hormonios gonadais nesta drea telencefalica 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 wm) 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. INTRODUCAO



1. A Amigdala

A amigdala, ou complexo amigdaloide, constitui-se de nicleos subcorticais que se situam
no lobo temporal, lateral ao hipotdlamo e ventral ao estriado, no encéfalo de mamiferos. Em
primatas, € caracterizada como uma massa ovoide de substancia cinzenta, localizada na porgao
terminal e rostral da formacdo hipocampal, tendo como limite anterior o corno temporal do
ventriculo lateral (ALHEID, 1995; de OLMOS, 2004). Em ratos, € constituida por ntcleos e
subnucleos que formam uma complexa rede estrutural inter-relacionada e multifuncional, uma
vez que estd envolvida na modulacdo de diversos comportamentos e ajustes homeostaticos ou
alostaticos (ALHEID, 1995; AGGLETON, 2000; RASIA-FILHO; LONDERO; ACHAVAL,
2000; RASIA-FILHO et al., 2004).

Uma das primeiras classificacdes da amigdala, 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 nucleos filogeneticamente mais antigo, associado com o sistema olfativo
(nucleos medial, central e cortical) e um grupo filogeneticamente mais recente (ndcleos basal e
lateral). Além desses niicleos, existiria um terceiro grupo, denominado de amigdala anterior, do
qual fazem parte os nucleos laterais do trato olfativo, dreas de transicio e nucleos ndo
classificados.

Ja em 1978, Krettek e Price dividiram a amigdala em ntcleos profundos (nucleos lateral,
basolateral, basomedial e central), em estruturas corticais conectadas com a amigdala (4drea
amigdalo-hipocampal, nicleos corticais anterior e posterior, cortex periamigdaloide e nicleo do
trato olfativo lateral) e em outros grupamentos celulares conectados com a amigdala [nicleo
préprio do trato olfativo acessério (BAOT), grupos neuronais intercalados e parte intra-

amigdaloide do nucleo préprio da estria terminal (BNST)].
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Recentemente, Swanson e Petrovich (1998) elaboraram o conceito de que a amigdala é
composta por grupos heterogéneos de niicleos e subntcleos que parecem ser partes diferenciadas
do coértex cerebral, do claustro e do estriado, e pertencendo a quatro sistemas funcionais
diferentes: o simpdtico/parassimpdtico (nucleo central), o cortical frontotemporal (nticleos
basolateral anterior e lateral), o olfativo acessério [amigdala medial (AMe)] e o olfativo principal
(demais nticleos da amigdala).

O modelo corrente de estudo da organizacdo da amigdala sugere que ela ndo € nem uma
unidade funcional nem estrutural, mas sim é definida como um conjunto heterogéneo 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 divisdo da amigdala de ratos apresentam-na dividida em
quatro regioes, segundo a sua citoarquitetura, hodologia e fun¢do, que sdo: 1) amigdala
“expandida”, denominada assim por se estender além de seus limites anatdmicos, sendo formada
pela AMe e a amigdala central (ACe). A AMe, por sua vez, poderia ser composta por dois
circuitos funcionalmente diferentes, associados com as divisdes anterior e posterior do nicleo
medial, e que se diferenciaria também por distintas presencas de neurotransmissores (NEWMAN,
1999; SIMMONS; YAHR, 2003; COOKE; WOOLLEY, 2005); 2) amigdala com caracteristicas
corticais, subdividida em porc¢do basolateral e em porcdes que se ligam as vias olfativas e
vomeronasal; 3) drea de transi¢cdo, localizada entre a porcdo ventral dos nicleos da base e a
amigdala “expandida”; e 4) nicleos ainda ndo classificados, constituidos por um grande grupo de
células dispersas na substancia branca e no interior do BNST (ALHEID, 1995; de OLMOS,
2004; Figura 1).

Os nucleos amigdalianos tém papel relevante nas atividades comportamentais,
simpdtica/parassimpdtica e enddcrinas, fundamentais para a relacdio do animal com o seu

ambiente (LeDOUX, 1992; DAVIS, 2000; RASIA-FILHO et al., 2004; de CASTILHOS et al.,
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2006; 2008; QUAGLIOTTO et al., 2008). Ela participa na percep¢do, na modulacdo e na
integracdo das respostas associadas a estimulos de medo ou ansiedade, aten¢do, aprendizado,
memoria emocional, além de vdrios 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 nucleos amigdalianos possuem a capacidade de
receber diferentes informacgdes sensoriais, tanto interoceptivas (viscerais) quanto exteroceptivas
(estimulos olfativos, auditivos e visuais), que acabam por modificar sua atividade e estimular
diversas regides do sistema nervoso central (SNC) em resposta ao estimulo inicial (LeDOUX,
1992; QUIRK; REPA; LeDOUX, 1995; RASIA-FILHO, 1999; DAVIS, 2000). Assim, a
amigdala apresenta a capacidade de adequar a relacdo do animal com seu ambiente modulando o
comportamento social. Para avancar este conhecimento, € preciso que sejam detalhados os papéis
dos subnucleos que a compde. Maior atencdo sera dada a AMe, principalmente a amigdala
medial postero-dorsal (AMePD), tema desta tese e objetivo dos experimentos descritos a seguir.
Para tanto, serdo revisados os temas pertinentes a AMe e que historicamente envolviam todos os
subnicleos em conjunto nas descrigdes para, quando possivel, focar nos dados relevantes da

AMePD.
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Figura 1. Diagrama esquematico da amigdala do rato com suas subdivisdes anatOmicas e seus
componentes principais, conforme descrito por Alheid e colaboradores (1995) e modificado por
Rasia-Filho e colaboradores (2000). Reproduzido com autoriza¢do de Dall’Oglio (2007).



1.2. Amigdala Medial

1.2.1. Localizacao e divisao

A AMe possui diferentes origens histogenéticas (GARCIA-LOPEZ et al., 2008) como
parte da amigdala expandida (de OLMOS, 2004). A AMe integra vias sexualmente dimoérficas,
incluindo o sistema olfativo/vomeronasal, inerva porc¢des especificas do BNST e se conecta a
diferentes nucleos hipotalamicos com a fun¢do de modular comportamentos sociais em circuitos
com processamento hierdrquico e em paralelo (NEWMAN, 1999; DONG; PETROVICH;
SWANSON, 2001; PETROVICH; CANTERAS; SWANSON, 2001; SIMERLY, 2004; CHOI et
al., 2005).

A AMe € um dos nicleos superficiais do complexo amigdaloide que ocupa seu aspecto
rostromedial. E formada por uma coluna proeminente de células que surgem em justaposi¢io a
superficie lateral de fibras que ascendem pelo trato 6ptico (ALHEID, 1995). Inicia medialmente e
caudalmente ao nucleo do trato olfativo lateral, estendendo-se caudalmente até o corno temporal
do ventriculo lateral. Neste nivel, ela situa-se dorsomedialmente ao polo cefdlico da drea de
transicdo amigdalo-hipocampal, formando a regido medial da parede anterior desta por¢do do
ventriculo. Ao longo de toda sua extensdo, a AMe encontra-se em aposicdo com a regido
ventrolateral do trato dptico, separada por uma regido com células esparsas entremeadas no feixe
de axdnios provenientes do BAOT (SCALIA; WINANS, 1975; NISHIZUKA; ARAI, 1983a; de
OLMOS, 2004). Embora a AMe possa ser bem definida em sua regido mais caudal, seu limite
rostral com a amigdala anterior e lateral com as camadas profundas do nucleo cortical anterior
nao esta claramente definido (ALHEID; HEIMER, 1988; ALHEID, 1995; PITKANEN, 2000).
Ha ainda uma zona pobre em células que separa a AMe da por¢do medial da ACe no sentido
dorso-lateral, a qual € substituida mais ventralmente e caudalmente pelo BNST (ALHEID, 1995).

Caudalmente, o grupo de nucleos intercalados da amigdala separa a AMe da amigdala basolateral
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(AMDbI), e, também caudalmente, mas em posicao dorsal, grupos de fibras nervosas que ascendem
pela estria terminal sdo interpostos entre a AMe e outros nicleos amigdalianos (BRODAL, 1947;
ALHEID, 1995; PAXINOS; WATSON, 1998; de OLMOS, 2004).

Adicionalmente, e baseado em critérios citoarquitetonicos, hodolégicos e funcionais, a
AMe tem sido dividida em quatro subnicleos: amigdala medial antero-dorsal (AMeAD),
amigdala medial antero-ventral (AMeAV), amigdala medial péstero-dorsal (AMePD) e amigdala
medial postero-ventral (AMePV; CANTERAS; SIMERLY; SWANSON, 1995; de OLMOS,
2004; DALL'OGLIO et al., 2008a; b; Figura 2). E, em fun¢do de suas conexdes, ela pode estar
organizada em uma regido anterior, da qual fazem parte a AMeAD, a AMeAV e a AMEPV, e
uma regido posterior, formada basicamente pela AMePD (CANTERAS; SIMERLY;
SWANSON, 1995). Recentemente, Dall’Oglio e colaboradores (2008a) descreveram que a
divisdo “ventral” da AMe, incluindo-se os subnicleos AMeAD e AMePV ndo encontra plena

sustentacdo morfoldgica, hodoldgica ou nas respostas a hormonios gonadais.



Figura 2. Representacdo esquemadtica de cortes coronais do encéfalo do rato onde se pode
observar os quatro subnicleos da AMe: AMeAD (em azul), AMeAV (em verde), AMePD (em
vermelho) e AMePV (em amarelo). Os asteriscos localizam o trato 6ptico. Valores em mm
referentes a distancia posterior ao bregma. Figuras e abreviaturas baseadas no atlas do encéfalo
do rato de Paxinos e Watson (1998). Reproduzido com autorizaciao de (Hermel, 2005)



1.2.2. Conexoes da amigdala medial

A AMe como um todo recebe projecdes intra-amigdaloides, como do ntcleo cortical
posterior, acessorio basal e lateral, bem como da drea amigdalo-hipocampal. Além disso, recebe
projecdes de outras porcdes encefdlicas como o cortex parietal, cortex frontal (principalmente
infralimbico), formacdo hipocampal (parte distal e proximal do subiculum temporal), do sistema
olfativo, tdlamo, hipotdlamo (nucleos pré-mamilar ventral, ventromedial, drea pré-6ptica medial e
lateral, etc) e BNST (McDONALD, 1998).

As eferéncias (Tabelas 1 e 2), muitas delas reciprocas, sdo direcionadas para vdrias
regides dentro da prépria amigdala, como € o caso do nicleo central e cortical e péstero-medial, e
com regides fora da amigdala tais como o bulbo olfativo, 6rgdo vomeronasal, formagao
parahipocampal, estriado e globo pdlido ventral, substancia cinzenta periaquedutal do
mesencéfalo, nicleos da rafe mesencefalicos, BNST e diversos niucleos do hipotdlamo envolvidos
com a modulagdo do sistema enddcrino e do comportamento reprodutivo (CANTERAS;
SIMERLY; SWANSON, 1995; PITKANEN, 2000; PETROVICH; CANTERAS; SWANSON,
2001; CHOI et al., 2005).

Especificamente, a AMePD possui vdrias aferéncias que advém de diferentes regides do
encéfalo. Notavelmente, dentre as aferéncias mais importantes, estdo as hipotalamicas
[provenientes da drea hipotalamica anterior, drea pré-Optica medial (MPOA) e lateral e nicleo
arqueado (Arc), nucleos dorsomedial, hipotalamico posterior, lateral, pré-mamilar, supradptico,
tuberal e ventromedial], as do cortex cerebral (da drea pré-limbica, cortex entorrinal, infralimbico
e perirrinal dorsal), as aferéncias talamicas (do ndcleo medial, parafascilular, paraventricular e
posterior, dentre outros), as do tronco encefdlico (principalmente do nucleo dorsal da rafe e

nucleo parabraquial), do sistema olfativo (do cértex piriforme, bulbo olfativo acessorio e nucleo
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endopiriforme) e de outras regides distintas, como, por exemplo, do nicleo da faixa diagonal de
Broca, do BNST e da substancia inominata. Além destas, existem também as aferéncias intra-
amigdaloides, onde, dentre outras, destacam-se as da drea amigdalo-hipocampal, nicleo basal,
basal acessorio, cortical anterior, posterior, lateral e medial. As aferéncias inter-amigdaloides sao
exemplificadas pelas provenientes do cortex periamigdaloide, nicleo basal acessério, cortical
posterior e nicleo do trato olfativo lateral (McDONALD, 1998). Em relacdo as eferéncias da
AMePD, dentre as mais significativas e estudadas, estdo as hipotaldmicas [para o nicleo
hipotalamico periventricular antero-ventral (AVPV), MPOA e nucleo pré-mamilar ventral, dentre
outros], as corticais (principalmente para a drea entorrinal lateral, drea de transicdo pds-piriforme,
area CAl hipocampal e subiculo), as do tronco encefdlico (para a drea tegmental dorsal e
substancia cinzenta periaqueductal), e de outras regides, como, por exemplo, para 0 BNST (parte
antero-dorsal e posterior principal) e para a substincia inominata, principalmente (DONG;
PETROVICH; SWANSON, 2001; PETROVICH; CANTERAS; SWANSON, 2001; CHOI et al.,
2005). Ademais, existem também as eferéncias intra-amigdaloides onde, dentre elas, destacam-se
aquelas para o nucleo central, cortical pdstero-lateral e postero-medial (CANTERAS; SIMERLY;

SWANSON, 1995).



Tabela 1. Aferéncias intra-amigdalianas e extra-amigdalianas para os diferentes subnicleos da

amigdala medial de ratos, conforme Pitkinen (2000) e adaptado de Hermel (2005).

INTRA-AMIGDALIANAS

Area amigdalo-hipocampal

Cértex periamigdaloide

Nucleo basal

Nucleo basal acessério

Nucleo cortical anterior e posterior

Nucleo lateral

Subnucleos componentes do nucleo medial

INTER-AMIGDALIANAS (contralaterais)
Cértex periamigdaloide

Nucleo basal acessério

Nucleo cortical posterior

Nucleo do trato olfativo lateral

SISTEMA OLFATIVO
Cértex piriforme

Bulbo olfativo

Bulbo olfativo acessoério
Bulbo olfativo anterior
Nucleo endopiriforme

HIPOTALAMICAS

Area hipotalamica anterior
Area pré-6ptica medial e lateral
Area retroquiasmatica

Nucleo argueado

Nicleo dorsomedial

Nucleo hipotalamico posterior
Nucleo lateral

Nucleo pré-mamilar ventral
Nucleo supramamilar

Nucleo supra-6ptico

Nucleo tuberal

Nucleo ventromedial

Tuber cinereum

CORTICAIS

Area pré-limbica

Cértex entorrinal

Cértex infralimbico

Cortex perirrinal dorsal

insula agranular posterior

insula agranular ventral

Subiculum temporal distal e proximal

TALAMICAS

Nucleo centromediano

Nucleo medial

Nucleo parafascicular

Nucleo paratenial

NUcleo paraventricular

Nucleo posterior

Nucleo reuniens

Nucleo subparafascicular
Nucleo talamico postero-ventral

TRONCO ENCEFALICAS

Area retrorubral A8

Area tegmental ventral

Grupo celular adrenérgico C1 e noradrenérgico
A1 no bulbo ventrolateral

Nucleo central superior

Nucleo dorsal da rafe

Nucleo dorsal do lemnisco lateral
Nucleo parabraquial

Nucleo peripeduncular

Nucleo tegmental pedunculo-pontino

OUTRAS

Nucleo da banda diagonal de Broca
Nucleo proprio da estria terminal
Substantia innominata

11
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Tabela 2. Eferéncias intra-amigdalianas e extra-amigdalianas dos subnucleos da amigdala antero-
dorsal (AMeAD), pétero-dorsal (AMePD) e poéstero-ventral (AMePV) do nicleo medial da
amigdala de ratos, segundo Canteras e colaboradores (1995) e adaptado de Hermel (2005).

PROJECOES: | AMeAD | AMePD | AMePV

INTRA-NUCLEARES:

Nicleo medial antero-dorsal ++ +++
antero-ventral +++ + e
péstero-dorsal ++ 4+
postero-ventral +++ ++

INTRA-AMIGDALOIDES:

Area amigdalo-piriforme +++ + T+

Area amigdaloide anterior +++ + 4+

Ntcleo basolateral anterior + - +
posterior + + +

Nicleo basomedial anterior +++ + -+
posterior +++ + +++

Nicleo central medial ++ + +
central +++ ++ ++
lateral + - +

Ncleo cortical anterior +4+ + 4+
postero-lateral ++ e+ ++
postero-medial ++ +++ ++

Nucleo lateral ++ + ++

Niicleo posterior ++ ++ T+

Niicleo préprio do trato olfativo acessério +++ + -+

CORTICAIS:

Area de transi¢ao pds-piriforme +++ + +

Area insular agranular + - +

Area piriforme ++ + +

Area entorrinal lateral +++ ++ ++
medial + + +
ventromedial + + -

Area infralimbica + + +

Area pré-limbica + - +

Bulbo olfativo acessério - camada mitral +++ - -

ICA1 hipocampal + +

Claustro + - +

Estriado 4+ - +

Ntcleo do trato olfativo lateral + - +

Nicleo endopiriforme dorsal + + +

ventral ++ + ++

Nucleo olfativo anterior dorsal + - _

externo + - R
lateral + - -
medial + - _
postero-ventral ++ - R

Parasubiculum + - +

Subiculum + + +

Ténia tecta dorsal + - -
ventral + - +

Tubérculo olfativo ++ - +

HIPOTALAMICAS:

Nivel pré-optico:

Area pré-6ptica lateral + - R

Area pré-6ptica medial +++ - +++

Nicleo periventricular antero-ventral + 444 -

Niicleo pré-6ptico medial medial -+ 4+ +

central + +++ +
lateral 4+ T+ +
Nivel hipotalamico anterior:
Niicleo anterior anterior + + +++
central ++ ++ +++
dorsal ++ - +
posterior ++ ++ +++
Nicleo paraventricular  magnocelular anterior + - -
magnocelularpéstero-medial + - -
parvocelular anterior ++ - -
parvocelular dorsal + - -
parvocelular dorsomedial + - -
periventricular + - -




Tabela 2. (Continuagao)

PROJECOES: | AMeD | MePD | MePV

HIPOTALAMICAS (continuacio):

Niicleo periventricular anterior + - ++
intermedidrio ++ + +++
pré-6ptico + - ++

Niicleo supraquiasmético ++ - o+

Zona subparaventricular +++ - +++

Nivel tuberal:

Area hipotalamica anterior 4+ - +

Niicleo arqueado ++ + +

Nucleo dorsomedial anterior ++ + +
posterior + + +
ventral + + +

Nicleo ventromedial anterior +++ - +++
central +++ + +++
dorsomedial +++ - +++
ventrolateral +++ + +

Nivel mamilar:

Nicleo mamilar medial + + +

Niicleo periventricular posterior 4+ + +

Niicleo posterior +++ o+ T+

Nicleo supra-mamilar + + +

Nicleo pré-mamilar ventral +++ +++ T+

TALAMICAS:

Habénula lateral + - -

Nicleo dorsomedial medial ++ - _

central - - -
lateral - - -

Niicleo paratenial + - R

Nicleo reuniens medial +++ - ++

Niicleo subparafascicular magnocelular - - -

parvocelular + - R

TRONCO ENCEFALICO:

Area tegmental ventral + + +

Nicleos da rafe dorsal +++ - +

interfascicular + - +
rostral linear + - +
central linear + - +

Substancia cinzenta periaqueductal + + +

OUTRAS:

Nucleo accumbens + - _

Niicleo préprio da estria terminal

Anterior antero-dorsal +++ +++ o+
antero-lateral ++ + ++
antero-ventral +++ + +
dorsolateral ++ + ++
dorsomedial +++ + +++
fusiforme + - _
justacapsular + - _
magnocelular ++ - ++
oval + + +
romboide ++ - +
subcomissural ++ + +
Posterior interfascicular +++ + +++
principal + +++ +
transverso +++ + +++

Niicleo septal lateral dorsal + - -

intermedidrio 4+ + +
ventral +++ + +

Niicleo septal medial + + +

Niicleo septofimbrial + + +

Substantia innominata +++ +++ o+

Zona incerta ++ - +

As proje¢des foram classificadas em: +++ densas; ++ moderadas; + fracas; - ausentes
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1.2.3. Citoarquitetura da amigdala medial

De uma forma geral, quase a totalidade da AMe € constituida por neuronios multipolares
de tamanho pequeno (corpos celulares com 8-10 wm de didmetro) ou médio (corpos celulares
com 10-15 wm de didametro; RASIA-FILHO; LONDERO; ACHAVAL, 1999). Os neurdnios de
maior tamanho sdo mais abundantes na regido rostro-dorsal deste nucleo, principalmente na
AMePD e na AMePV, embora ainda morfologicamente semelhantes (de OLMOS, 2004). De
acordo com o nimero de processos dendriticos originados do soma neuronal, esses neurdnios
multipolares podem ser classificados como do tipo bipenachado (com dois ramos dendriticos
primarios) e do tipo estrelado (com trés ou mais ramos dendriticos), e foram descritos como
caracteristicos 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 trés colunas orientadas paralelamente em relacdo a sua superficie medial. A primeira coluna é
a coluna superficial ou coluna medial (AMePDm), sendo formada por células agrupadas e de
tamanho médio, a segunda coluna estd arranjada de modo a constituir uma coluna intermedidria
de células também de tamanho médio (AMePDi; ALHEID, 1995). A terceira coluna € a mais
“profunda” e € a coluna mais lateral (AMePDI), também formada por células de tamanho médio
densamente agrupadas, mas menores com relacdo a primeira coluna (ALHEID, 1995; de
OLMOS, 2004). Como anteriormente descrito, a AMe € envolta, medialmente e ventralmente,
por uma camada distinta de células mais dispersas, denominada originalmente de ‘“camada
molecular” (NISHIZUKA; ARAI, 1983a), mas que constitui a eferéncia da via olfativa acesséria

(SCALIA; WINANS, 1975).
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Como descri¢do geral, os corpos celulares dos neurdnios da AMePD podem ser ovais,
arredondados, fusiformes, triangulares, piriformes ou com formatos irregulares (RIGOTI, 2002;
RASIA-FILHO et al., 2004). Os ramos dendriticos podem ser longos (GOMEZ; NEWMAN,
1991; McDONALD, 1992) ou de comprimento varidvel (RASIA-FILHO; LONDERO;
ACHAVAL, 1999), grossos, geralmente retilineos e pouco numerosos. Pela andlise
ultraestrutural, nos neur6nios da AMePD, as sinapses axo-dendriticas no tronco dos dendritos sdo
as mais frequentemente observadas e, pelo aspecto morfoldgico, parecem ser, na sua grande
maioria, sinapses excitatorias (HERMEL et al., 2006a). Os espinhos dendriticos, quando
presentes, apresentam formas variadas e encontram-se de forma aparentemente homogénea 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 axonios dos subnticleos da regido posterior da AMe (AMePD e AMePV) dirigem-se
preferentemente em sentido medial ao nicleo basal ou a por¢do principal do BNST, enquanto os
da AMeAD formam parte da ansa peduncularis, também chamada de via amigdalo-fugal ventral
(KAMAL; TOMBOL, 1975; DONG; PETROVICH; SWANSON, 2001; COOKE; WOOLLEY,

2005).
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Figura 3. Fotomicrografias de neurdnios impregnados pela técnica de Golgi modificada e com
morfologia estrelada (A) ou bipenachada (B) do subntcleo péstero-dorsal da amigdala medial de
ratos. S = soma. Barra = 20 pm (de Castilhos, 2005).
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Figura 4. Desenhos feitos em camara clara a partir de imagens de microscopia Optica de
neurdnios impregnados pela técnica de Golgi modificada e com morfologia estrelada ou
bipenachada da amigdala medial de ratos. D = dorsal. V = ventral. M = medial. L = lateral.
Barras: 20 pm. Conforme obtido por Rigoti (2002) e baseado em Dall’Oglio et al. (2008b).
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1.2.4. Funcoes da amigdala medial

A AMe tem sido descrita como uma regido envolvida na modulacdo de atividades
enddcrinas e comportamentais do animal com o seu ambiente, tais como a percep¢do, a
modulacdo e a integracdo das informacdes olfativas, vomeronasais e genitosensoriais
(GUILLAMON; SEGOVIA, 1997; PFAUS; HEEB, 1997; DIELENBERG; McGREGOR, 2001;
MEREDITH; WESTBERRY, 2004; PRO-SISTIAGA et al., 2007), relacionado com estimulos
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 neuroenddcrinas 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 fémeas, 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 subnticleos da AMe tém diferentes fungdes (CANTERAS; SIMERLY; SWANSON,
1995). Por exemplo, a AMePD parece influenciar as atividades neuroenddcrinas e o controle dos
sistemas simpdtico e parassimpatico que o hipotdlamo regula, enquanto as regides AMeAD,
AMeAV e AMePV podem estar relacionados com a modulagdo hipotalamica 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
fémeas, ocorra a partir de estimulos olfativos (KLING, 1922; KONDO; ARAI, 1995). Em ratos,
aferéncias quimiossensoriais do bulbo olfativo, do 6rgdo vomeronasal (TAKAHASHI;
GLADSTONE, 1988; DOMINGUEZ; HULL, 2001) e de vérios nucleos do hipotdlamo
(McDONALD et al., 1999) projetam-se para a AMe. O primeiro subniicleo a processar a
informacdo olfativa/vomeronasal ¢ a AMeAD que, via nucleos intercalados da amigdala,
transfere a informag¢do a AMePD depois de analisado sua relevancia social para o animal em seu
ambiente (MEREDITH; WESTBERRY, 2004). A seguir, seguem as informacdes olfativas
processadas para dreas motoras e neuroenddcrinas do telencéfalo basal, para a MPOA e outros
nucleos hipotalamicos e, também, para o tronco encefdlico (LEHMAN; WINANS, 1982;
CANTERAS; SIMERLY; SWANSON, 1995; KONDO; ARAI, 1995; WOOD, 1997,
DOMINGUEZ; HULL, 2001; PETROVICH; CANTERAS; SWANSON, 2001). Os subnticleos
da AMe parecem estar em posicdo estratégica para modular comportamentos quer requeiram
ativacdo quimissensorial para sua ocorréncia, como € o caso da atividade sexual (TAKAHASHI;
GLADSTONE, 1988; DOMINGUEZ; HULL, 2001). De fato, ratas submetidas a lesdo na
AMePD, quando colocadas junto a ratos, mostraram redu¢do da ocorréncia de atividade pré-
copulatoria (exploracdo olfativa) e aumento na duragdo da cépula. Apds a cépula, elas buscavam
menos frequentemente seus companheiros de acasalamento quando comparadas as ratas
submetidas a lesdo ficticia. Tais fémeas foram colocadas também junto a outras lesadas e
apresentaram diminui¢cdo do comportamento ofensivo dentro de seu grupo e direcionado aos
animais controle (LEHMAN; WINANS, 1982). J4 hamsters machos que sofreram lesdo na AMe
perderam o comportamento de acasalamento e diminuiram sua investigacao olfativa direcionada

aos genitais das fémeas (LEHMAN; WINANS, 1982; TAKAHASHI; GLADSTONE, 1988).
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Lesao ampla nesta drea em ratos produziu diminuicao na frequéncia de ejaculagdes, aumento do
nimero de intromissdes penianas e aumento do intervalo entre as intromissdes quando
comparados a animais ndo lesionados (KONDO, 1992; MEISEL, 1994). Sugeriu-se, assim, que
lesdes na AMe causam alteracdes significativas nos modelos de respostas sociais e sexuais em
roedores, o que reforca a sugestdo de que a AMe poderia ser um componente neural do sistema
de regulacdo do comportamento copulatério em ratos (VOCHTELOO; KOOLHAAS, 1987;
TAKAHASHI; GLADSTONE, 1988).

E muito importante também ressaltar que um dos principais papéis funcionais das
projecoes da AMePD para o AVPV € a regulacdo da liberacio do hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), imprescindivel para o ciclo reprodutivo (SIMERLY, 1998). Em 1999,
Newman e colaboradores sugeriram que as conexdes neuronais e sua sensibilidade aos hormonios
sexuais sdo dinamicamente moduladas no decorrer da vida e que essas cé€lulas regulam os
comportamentos sexuais femininos. Neste sentido, os subniicleos da AMe podem estar
envolvidos na organizacdo das fases do ciclo estral, juntamente com o nicleo ventromedial do
hipotdlamo (VMH), AVPV, MPOA e Arc. Sendo assim, as conexdes da AMePD com os nicleos
hipotalamicos podem regular a liberacdo do GnRH (KALRA; McCANN, 1975; SIMERLY,
1998; ETGEN et al., 1999) e/ou diminuir a ocorréncia de comportamento defensivo e modular a
receptividade sexual feminina. Refor¢a-se com isso as evidéncias de que as AMePDs de machos

e fémeas deveriam ser sensiveis a esteroides sexuais e modular integradamente dentro de

circuitos neurais a ocorréncia de comportamentos tipicos masculino e feminino.

1.3. Hormonios gonadais e dimorfismo sexual

Hormoénios sdo tradicionalmente definidos como compostos liberados na corrente

sanguinea principalmente pelas glandulas enddcrinas e que agem em sitios-alvo especificos
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localizados a variadas distancias da glandula secretora (KAWATA, 1995; GREENSPAN, 2004;
PFAFF, 2004; BALTHAZART; BALL, 2006). O colesterol é o precursor das cinco principais
classes de hormoénios esterdides: progestinas, estrogénios, androgénios, mineralocorticoides e
vitamina D (KAWATA, 1995; GREENSPAN, 2004). Os trés primeiros t€m sua maior produgao
nas gonadas.

A exposicao do sistema nervoso a hormonios influencia permanentemente uma variedade
de caracteristicas como o tamanho € o numero de neurdnios, ramos dendriticos € conexdes
sindpticas em diferentes 4reas, ndo 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 dendriticos nas células
piramidais de CA1 do hipocampo (WOOLLEY et al., 1997). O mesmo ocorre na por¢ao ventro-
lateral do nicleo ventromedial do hipotdlamo (VMHvl), onde a a¢do do estradiol também € capaz
de causar hipertrofia somdtica (ERSKINE; MILLER, 1995). No VMHUvI, durante o proestro,
quando o nivel de estrogénio em circulacio sanguinea estd em seu valor mais alto, a arborizac¢io
dendritica apresenta-se alongada e com maior densidade de espinhos dendriticos (MADEIRA et
al., 2001). Além disso, quando o estrogénio € administrado em ratas ovariectomizadas, causa um
aumento das sinapses axodendriticas na VMHv] (NISHIZUKA; PFAFF, 1989).

Além dos efeitos mediados pelos esteroides sexuais, o dimorfismo sexual € um fendmeno
comum onde fémea e macho da mesma espécie diferem entre si, incluindo a secrecao ciclica 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 relacdes individuais e sociais entre os dois sexos. O funcionamento do sistema
hormonal gonadal tonico dos machos contrasta com o cardter ciclico das fémeas e muitas
diferencas se estabelecem entre os géneros, refletidas tanto estruturalmente como no aspecto

comportamental (NAFTOLIN, 1981; BECKER, 2002; PFAFF, 2004). Alguns mecanismos
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celulares que geram tais diferencgas estdo relacionados com a sensibilidade dada pelos tipos de
receptores a estes hormonios, o nimero de células responsivas em uma determinada drea nervosa
e a conectividade sindptica entre estruturas com a mesma possibilidade de modulag¢do de fungdo
exercida pelos esteroides sexuais (KELLEY, 1988).

Classicamente, acreditava-se que tais mudancas poderiam ocorrer durante um periodo
critico denominado ‘“organizacional”, que se estende aproximadamente de 4-5 dias antes do
nascimento até 5-10 dias pds-natais, € € quando ocorrem mudangas permanentes em estruturas
sensiveis do SNC, ou, atuando sobre animais puberes ou adultos, desempenhando papéis
“ativacionais”, controlando a func¢do reprodutiva adulta (MURDOCH; GORSKI, 1991; TORAN-
ALERAND, 1995). A acdo transformadora dos hormdnios soma-se as do genoma e do ambiente,
para determinar o desenvolvimento de estruturas nervosas sexualmente dimoérficas, que, por sua
vez, modulam a fisiologia do comportamento reprodutivo tipico de machos e fémeas (KELLY,
1991). Além disso, os hormonios sd@o componentes criticos da interagdo neurdnio-glia,
provocando agdes neuromodulatérias e neurotréficas em situagdes fisioldgicas ou patoldgicas
(GARCIA-SEGURA; McCARTHY, 2004). Células neuronais e gliais possuem receptores para
hormdnios gonadais, os quais podem provocar efeitos gendomicos e ndo-gendmicos sobre 0 SNC
(McEWEN, 1990; McEWEN et al., 1991; TORAN-ALERAND, 1995; GARCIA-SEGURA,
1999). Com isso, os hormonios gonadais atuam no sistema nervoso promovendo mudangas que
persistem durante toda a vida do animal, como no caso das dreas ditas sexualmente dimorficas,
que se diferenciam entre os sexos quanto a sua estrutura/morfologia e fung¢do (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, 0 comportamento maternal, o

defensivo, de defesa territorial e de exploracdo do ambiente dependem da plasticidade das células
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neuronais e gliais provocadas pelos hormodnios sexuais (McEWEN, 1990; WOOD, 1995;
GARCIA-SEGURA, 1999).

Diferentes areas do SNC sdo alvo da acdo dos hormonios gonadais, os quais promovem
alteracdes na expressdo génica e na sintese proteica (MURDOCH; GORSKI, 1991; TORAN-
ALERAND, 1995). A AMePD ¢ uma dessas dreas, como descrito adiante. Esses processos
ocorrem por meio da ligagdo dos hormonios aos seus receptores, preferencialmente no nucleo da
célula (mas também no citoplasma ou, alternativamente, diretamente na membrana celular para
gerar respostas mais rapidas), quando entdo se estabelece contato com o sitio de reconhecimento,
0 que provoca aumento na duplicacio do DNA e, subsequentemente, o aumento da sintese da
proteina correspondente modulada por esses esteroides (TORAN-ALERAND, 1995; McEWEN;
ALVES, 1999; CORNIL; BALL; BALTHAZART, 2006). Essas proteinas incluem enzimas de
sintese (como a tirosina hidroxilase), transportadores, receptores, proteinas de transducdo de sinal
(fosfatases, cinases, proteinas acessorias, etc) ou enzimas de degradacdo (como monoamina
oxidase), os quais modificam a neurotransmissdo (McEWEN; ALVES, 1999).

Os esteroides sexuais ndo se restringem a a¢des genomicas. Eles podem agir alterando o
potencial de membrana neuronal e o metabolismo dos neurotransmissores, influenciando as
transmissoes sindpticas (MARTINEZ, 2007). Acdes génicas e ndo-génicas diferem em tempo de
acdo: efeitos resultantes em segundos sdo considerados ndo-g€nicos, enquanto efeitos que
demandam vérios minutos ou até mesmo dias sdo considerados génicos (McEWEN et al., 1991;
CORNIL; BALL; BALTHAZART, 2006). Pelas rapidas mudancas no ambiente neural causadas
pelos hormdnios gonadais, como o estradiol, ndo envolvendo mecanismos gendmicos, eles
poderiam ser inclusive caracterizados como neuromoduladores ou mesmo neurotransmissores
(BALTHAZART; BALL, 2006; CORNIL; BALL; BALTHAZART, 2006). Considera-se ainda
que o estrogénio possa ser sintetizado no encéfalo por meio da enzima aromatase, sendo uma

fonte local de altas concentragdes desse esteroide (CORNIL; BALL; BALTHAZART, 2006). As
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alteracdes neuroquimicas provocadas por hormdnios té€m repercussio na modulacdo dos
comportamentos e das atividades neuroenddcrinas em diversos modelos experimentais
(McEWEN, 1990; WOOD, 1995).

No que importa a AMe, a distribui¢do de receptores para hormdnios sexuais entre seus
subntcleos ndo é homogénea. Neurdnios com receptores para androgenos estdo presentes em
todos os seus subntcleos, porém sua concentracdo maior € observada da parte média a posterior
da AMe, mormente na AMePD (SHERIDAN, 1979; SIMERLY et al., 1990). Neuronios com
receptores dos tipos o e [ para estrégenos sdo encontrados preferentemente na AMePD
(SIMERLY et al., 1990; LI; SCHWARTZ; RISSMAN, 1997; OSTERLUND et al., 1998), mas
também hd descricdes da presenca desses receptores tanto na AMeAD como na AMePV (LI;
SCHWARTZ; RISSMAN, 1997, SHUGHRUE; LANE; MERCHENTHALER, 1997;
OSTERLUND et al., 1998). E notavel que a quantidade de receptores para estrégenos na AMePD
chega a ser similar ao que é encontrado em diversos nucleos do hipotilamo (SIMERLY et al.,
1990). Receptores para progesterona também ja foram relatados na AMe (SAR; STUMPF, 1973;
MCcEWEN, 1983; KATO, 1985; ROMANO; KRUST; PFAFF, 1999; HAGIHARA et al., 1992;
de VRIES, 2002). Em ratos, cerca de 80 a 90% dos neur6nios na AMePD que possuem
receptores para estrogenos também possuem para andrégenos (GRECO et al., 1998).

Os subnucleos da AMe sdo sexualmente dimérficos e podem se modificar de acordo com
as variagOes fisiolégicas ou experimentais dos niveis de hormonios 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, entdo, alterar a morfologia e a fun¢do de neurdnios 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, diferencas entre machos e fémeas na AMePD incluem, por exemplo: o niimero de
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neurdnios e de células gliais JOHNSON; BREEDLOVE; JORDAN, 2008; MORRIS; JORDAN;
BREEDLOVE, 2008), o volume somético neuronal (HERMEL et al., 2006b), a arborizacdo
dendritica e a conectividade sindptica (NISHIZUKA; ARAI, 1983b; c; ZEHR et al., 2006;
COOKE; STOKAS; WOOLLEY, 2007; DALL'OGLIO et al., 2008b), a quantidade de
neuropeptideos (MICEVYCH; MATT; GO, 1988; ORO; SIMERLY; SWANSON, 1988;
WANG; de VRIES, 1995; de VRIES, 2002) e a presenga de receptores para opioides endégenos
(WILSON; MASCAGNI; McDONALD, 2002).

Dentre esses dados, variacOes morfologicas mediadas por hormonios gonadais foram
encontradas no volume somético neuronal na AMePD de ratos, sendo maior em machos do que
em fé€meas em proestro e estro, mas ndo entre machos e fémeas em diestro (HERMEL et al.,
2006b). Ndo era conhecido até o momento o que ocorria com 0 volume somdtico em neurdnios
da AMePD em fémeas apds a ovariectomia e o emprego de terapia substititutiva. A presente tese
apresenta uma contribuicdo neste sentido, alicercada nesses presentes conhecimentos e
desenvolvendo esta linha de investigagdo. Isso € relevante porque, em outras dreas encefalicas,
como no VMH, por exemplo, o volume do neuropilo € significativamente maior em machos do
que em fémeas, sem apresentar modificacdo durante o ciclo estral (MADEIRA; FERREIRA-
SILVA; PAULA-BARBOSA, 2001). Em outros estudos, o volume somadtico dos neur6nios
presentes na MPOA é maior em machos do que em fémeas (MADEIRA; LEAL; PAULA-
BARBOSA, 1999). Parece com isso, que um certo padrdo de dimorfismo sexual pode ser
encontrado nas estruturas nervosas que apresentam uma conexao direta com a AMePD, tais como
as duas regides acima mencionadas (SANCHEZ; DOMINGUEZ, 1995). Devido a capacidade
que os hormdnios gonadais possuem de gerar alteracdes nos circuitos neurais, esses dados
passam a ter especial relevancia, ao se entender que neurdnios podem desempenhar vérias agoes
de acordo com sua morfologia, propriedades intrinsecas de membrana celular, tipo e distribui¢ao

dos contatos sindpticos e sua capacidade de responder a ac@o epigenética hormonal (WOOLLEY;
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McEWEN, 1993; EVERITT, 1995; RASIA-FILHO; LONDERO; ACHAVAL, 1999; de
CASTILHOS et al., 2008). Por exemplo, neurénios do hipocampo dorsal ou do VMH tiveram
modificadas as densidades de espinhos dendriticos (locais preferenciais para sinapses) apos
ovariectomia e / ou administracdo de hormonios gonadais em ratas adultas (FRANKFURT ez al.,
1990; WOOLLEY; McEWEN, 1993), sendo este resultado também encontrado na AMePD (de
CASTILHOS et al., 2008). Em niveis fisiol6gicos, a prépria variacdo hormonal detectada durante
o ciclo estral da rata € capaz de modificar a morfologia dos neur6nios e dos astrocitos
hipotalamicos (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 compde um meio natural e repetitivo para
estudar as variagdes dos hormonios esteroides e suas acdes fisiolégicas em pouco tempo. Muito
do conhecimento que ha sobre o controle do ciclo ovariano de védrios mamiferos que possuem
ovulacdo espontanea € 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 inicio da manha até o
inicio da tarde (onde ocorrem os picos hormonais pré-ovulatdrios), enquanto que o estro dura
aproximadamente de 25 a 27 horas. Apds o estro ocorre entdo a fase de metaestro, com duragdo
de 6 a 8 horas, seguida pelo diestro, com duragdo de 55 a 57 horas, reiniciando, apds, um novo
ciclo (FREEMAN, 1994). Cada uma das fases do ciclo caracteriza-se por expressar mudangas no
utero e na cérvix uterina, detectdveis por caracteristicas tipicas do epitélio vaginal, como a

presenca predominante de células epiteliais nucleadas (no proestro), de células epiteliais
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cornificadas (no estro), de leucdcitos (no diestro), ou uma mistura homogénea de todos os tipos
de células citadas (no metaestro).

Além disso, cada periodo exibe variacdes nas concentracdes de gonadotrofinas e
consequentemente de esteroides gonadais (MATTHEWS; KENYON, 1984). No ciclo estral, as
concentracdes de hormonio luteinizante (LH) e hormdnio foliculo-estimulante (FSH)
permanecem baixas durante quase todo o ciclo. Na fase de proestro o estradiol chega a sua
maxima concentracdo, de forma a desencadear uma retroacdo positiva, o qual promove a
liberacdo de GnRH. A secre¢dao de LH comeca a aumentar antes da ovulacdo, denominado “pico
pré-ovulatério”. Esse aumento na secre¢do de LH induzido pelo efeito de retroalimentacdo
positiva do estradiol no eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadas (HPG), pode ser mimetizado em ratas
ovariectomizadas (OVX) pelo emprego da reposi¢do hormonal com estradiol (FREEMAN;
DUPKE; CROTEAU, 1976). Ja entre o estro e a manhd do metaestro, as concentragdes de
estradiol estdo baixas e s6 comecam 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 inicio
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. Concentragdes plasmaticas de progesterona (P), prolactina (PRL), estradiol (E),
hormodnio luteinizante (LH) e hormo6nio foliculo-estimulante (FSH) obtidas em intervalos de 2
horas nas quatro fases do ciclo estral da rata. O traco mais largo no eixo horizontal representa o
periodo escuro do ciclo didrio claro-escuro (modificado de Smith et al., 1975).
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Ainda ndo € claro o mecanismo pelo qual o estradiol estimula a secrecio de GnRH. Sabe-
se que sinais centrais e periféricos modulam a atividade dos neurénios GnRH, dentre eles, o
oxido nitrico (NO) e a noradrenalina (NA). Esses dois sistemas possuem um papel importante em
relacdo a sinalizacdo neural e hormonal que modula a fun¢do reprodutiva (KALRA, 1993;
HERBISON, 1998; McCANN et al., 1999), mediando, possivelmente, o mecanismo de retroa¢ao
positiva dos esteroides gonadais (JENNES ez al., 1992; McCANN et al., 1999).

Considerando que o NO € um fator extremamente relevante na regulacdo do eixo HPG,
descreveremos a seguir, com mais detalhes, como se dd a formacdo do NO e seu papel na
modulacdo de diversas funcdes neuroenddcrinas e comportamentais. Este € um dos temas que
estd em aberto para estudo na AMePD e para o que esta tese apresenta uma contribui¢do quanto

as diferencas entre machos e fémeas.

1.5. Oxido nitrico

O NO é um gés instdvel, mensageiro neuronal que revolucionou os conceitos cldssicos da
neurotransmiss@do (DAWSON; SNYDER, 1994). Ele foi primeiramente descoberto como a
molécula responsdvel pelas agdes tumoricidas e bactericidas dos macréfagos (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 substancias como a acetilcolina e
a bradicinina de dilatar vasos sanguineos (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 evidéncia obtida em culturas de células

cerebelares (GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1988). A presenca 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 observagdes estabeleceram o NO
como um mensageiro de populagdes neuronais especificas. Primeiro, foi demonstrado que o
glutamato, atuando sobre os receptores N-metil-p-aspartato (NMDA) estimulavam a formacao de
NO (BREDT; SNYDER, 1989) e que inibidores da NOS, como a nitroarginina e a N-metil-
arginina, bloqueavam a estimulacdo por NMDA sobre os niveis de GMP ciclico (cGMP) em
secgoes 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 € mapeamento imunoistoquimico que
revelou uma associacdo da nNOS com populagdes neuronais com atividade neuroquimica
especifica (BREDT; HWANG; SNYDER, 1990; BREDT et al., 1991a). Na AMePD encontram-

se neurdnios com capacidade de sintese de NO, como serd demonstrado.

1.5.1. Formacao do 6xido nitrico

A regulacdo da sintese do NO € mais importante do que de outros neurotransmissores
porque o NO ndo pode ser armazenado, recaptado ou inativado apds sua liberacao na sinapse por
nenhum dos mecanismos regulatérios convencionais (BREDT; SNYDER, 1994). Embora os
critérios para estabelecer uma substancia como um neurotransmissor sejam ainda discutidos, a
formacgdo de NO em grupos discretos de neurdnios e a sua capacidade de mediar acdes sindpticas
forneceu fortes evidéncias para consolidar tal gas como tendo funcdo neurotransmissora no SNC
de mamiferos (PANZICA et al., 2006). Mas, por exemplo, neurotransmissores sdo usualmente
armazenados em vesiculas e liberados por exocitose. J4 o NO é formado de acordo com a

demanda e simplesmente se difunde entre as células (JAFFREY; SNYDER, 1995). Outro aspecto
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importante € que o0s neurotransmissores geralmente agem em receptores especificos nas
membranas de células adjacentes, enquanto o NO se difunde para dentro das células adjacentes e
se liga a indmeras proteinas 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 rapida
movimenta¢cdo em todas as dire¢des, desde o local de sua sintese (XIE; HERMANN;
KERSCHBAUM, 2002). Além disso, neurotransmissores podem ser inativados por mecanismos
enzimadticos ou de recaptacdo, enquanto que o NO € inativado por reacdes quimicas com outras
moléculas, como o super6xido ou sua ligacdo com a hemoglobina (JAFFREY; SNYDER, 1995).
A quantidade de NO produzido depende da atividade da enzima NOS. A NOS converte 1 -
arginina em NO e -citrulina, em um processo que consume cinco elétrons (MARLETTA, 1993;
Figura 6). Sendo assim ndo € surpreendente que a NOS seja uma das enzimas com grande
possibilidade de regulacdo (HU; EL-FAKAHANY, 1996; ALDERTON; COOPER; KNOWLES,
2001). E foi a evidéncia de que a calmodulina era absolutamente necessdria para a atividade da

enzima que tornou possivel a purificacdo da NOS (BREDT; SNYDER, 1990).

HoNa ' s NH, H N 0
; NADPH |
NH 0, NH
- + NO
+ -
H;N COoO0- HyN Coo-
L-arginina citrulina 6xido nitrico

Figura 6. Reacdo catalizada pela 6xido nitrico sintase (Marletta, 1993).
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Ap6s esta etapa, duas classes distintas de NOS foram identificadas: a NOS constitutiva,
dependente de calcio/calmodulina (cNOS) e a NOS induzivel, independente de cédlcio (iNOS ou
NOS tipo II; (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991), conhecida por ser regulada pds-
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 ¢ a mais abundante isoforma presente no encéfalo, e é
co-localizada com neurdnios marcados com nicotinamida-adenina dinucleotidio-fosfato em sua
forma reduzida (NADPH) diaforase (NADPH-d; DAWSON; DAWSON, 1996). Todos os tipos
de NOS requerem NADPH e O, como co-substratos para a sua reacdo (MARLETTA, 1993). Os
primeiros neur6nios marcados com a técnica da NADPH-d foram identificados por Thomas e
Pearse em 1964, que descobriram neur6nios que se marcavam de azul escuro na presenca de azul
de nitrotetrazdlio (nitro blue tretazolium, NBT) e NADPH. A atividade da nNOS depende
também de outros cofatores, tais como, flavina mononucleotideo (FMN), flavina adenina
dinucleotideo (FAD) e tetrahidro-L biopterina (BREDT; SNYDER, 1994; VINCENT, 1994).

A expressdo da proteina nNOS ¢é estimulada em resposta ao aumento de niveis
intracelulares de cdlcio. No encéfalo, o glutamato agindo em receptores NMDA desencadeia um
influxo de célcio 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 questdo de segundos, o que gerou

um novo modelo de transdugdo sindptica (BREDT; SNYDER, 1989).

1.5.2. Distribuiciao neuroanatomica do 6xido nitrico

A presencga de neurdnios produtores de NO vem sendo descrita em estudos que utilizam

técnica histoquimica para NADPH-diaforase, imunoistoquimica para nNOS e hibridizagdo in situ
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em diversas areas do SNC de mamiferos, incluindo o sistema olfatorio, o cortex cerebral, o
diencéfalo, o tronco encefdlico, 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
distribui¢do de células nNOS positivas foi descrita em detalhes particularmente em certos nicleos
hipotaldmicos e limbicos envolvidos no controle de comportamentos reprodutivos, tais como,
MPOA, nicleos paraventricular (PVN), supradptico (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 identificacdo de neurdnios positivos para a NADPH-d uma vez que ela € uma nNOS

(HOPE et al., 1989; 1991).

1.5.3. Funcoes neuroendodcrinas e comportamentais do 6xido nitrico

A localizacdo da nNOS em diversos tipos celulares que pertencem a uma grande
variedade de sistemas neuronais, sugere que o NO estd envolvido no controle de diversas
atividades fisioldgicas, tais como, potenciacdo a longo prazo (LTP), neuroprotecdo, degeneragao
neural e regulacdo da secrecdo peptidérgica (DAWSON; SNYDER, 1994; DAWSON;
DAWSON, 1996).

Particularmente, o NO tem um papel fundamental na reproducdo em vdrios niveis no
organismo. Diversos estudos sugerem que o NO facilita o desencadeamento do comportamento
sexual tanto por sua acdo central quanto periférica, e provavelmente por meio de uma interagdao
com outros sistemas de neurotransmissores (PANZICA et al., 2006). Perifericamente, o NO,
produzido pela eNOS e pela nNOS, estd envolvido com a regulagdo da erecdo peniana

(IGNARRO, 2002), a ovulacio (SHUKOVSKI; TSAFRIRI, 1994; BONELLO et al., 1996) e a
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transferéncia de odcitos dos ovarios 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
fémeas (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 interrupcdo do exon 2 (resultando em uma atividade residual da
nNOS) induz déficit no comportamento sexual de camundongos machos (NELSON et al., 1995),
enquanto a interrup¢do do exon 6 (resultando na perda total de atividade da nNOS) induz o
desaparecimento total do comportamento sexual de machos e da ovulagdo em fémeas
(GYURKO; LEUPEN; HUANG, 2002). No encéfalo, o NO aumenta a sintese e secrecdo 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 modulacdo da memoria e do aprendizado espacial (NELSON et al.,

1997; NELSON; CHIAVEGATTO, 2001).

1.5.4. Relaciao entre o 6xido nitrico e os hormonios gonadais

O controle do comportamento reprodutivo pelo NO é modulado pelos hormonios
gonadais e provavelmente mediado por interacdes com outros sistemas de neurotransmissao,
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 fémeas (CHU; ETGEN,
1997). O sistema NO-cGMP faz parte de uma via de sinalizacdo intracelular que serve para
regular o efeito facilitatério dos adrenoreceprotores ol nos comportamentos de lordose em ratas

(ETGEN, 2003). Em ratos machos, por exemplo, a testosterona (T) aumenta os niveis de NO
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dada sua acdo estimulatéria na nNOS (DU; HULL, 1999). Por sua vez, o NO aumenta a libera¢ao
da DA na MPOA (LORRAIN; HULL, 1993; LORRAIN et al., 1996; DOMINGUEZ et al.,
2004). O aumento da liberagdo de DA promove maior responsividade aos estimulos produzidos
pela presenca da fémea em estro e aumento da possibilidade, frequéncia e eficiéncia da cépula
(LORRAIN et al., 1996). Estudos recentes demonstraram que a acdo da nNOS é mediada pela
aromatizacdo da T em 17g-estradiol (E;), e ndo pela reducdo a diidrotestosterona (DHT;
PUTNAM et al., 2005). Ainda em machos, foi demonstrado que a microinje¢do de n-nitro-y-
arginina metil ester ((-NAME), inibidor da sintese de NO, na MPOA bloqueou a cépula em
machos intactos e prejudicou sua ocorréncia mesmo em ratos que ja tinham experi€ncia sexual
(LAGODA et al., 2004).

A ampla distribuicio da NOS no eixo HPG sugere que o NO possui fungdes
neuroenddcrinas, podendo estar envolvido na modulagdo da secrecdo de GnRH (MORETTO;
LOPEZ; NEGRO-VILAR, 1993; GROSSMAN et al., 1994). Sabe-se que a secre¢do pulsatil de
NO pode variar de acordo com a fase do ciclo estral, onde no proestro a amplitude de secrecdo é
maior do que no estro e no diestro, tendo sua liberagdo sincronizada com a secrecdo de GnRH
(KNAUEF et al., 2001). A administra¢do intracerebroventricular de L-NMMA (N-mono-methyl-
L-arginina), um inibidor da atividade da NOS, bloqueia a secre¢cao pulsatil de LH (RETTORI et
al., 1993). J4 a administracdo intracerebroventricular de L-arginina (que € substrato para a
producdo de NO), amplifica o pico de LH induzido pelo estradiol em ratas OVX (BONAVERA;
KALRA; KALRA, 1996). De fato, a distribuicdo da nNOS em diversas regides cerebrais se
sobrepde aos receptores para hormonios gonadais (SHUGHRUE; MERCHENTHALER, 2001;
MERCHENTHALER et al., 2004), como no caso da AMePD.

Diversos estudos em roedores demonstraram que a expressdao de nNOS ¢é regulada pelos
hormonios gonadais. A castracdo diminui a expressdo da nNOS enquanto o tratamento com T ou

seu metabdlito, o E; aumenta o nimero de células nNOS ou NADPH-d positivas, assim como a
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expressao 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 regulacdo do sistema nNOS ¢é também confirmado por resultados obtidos em
camundongos machos mutantes que ndao possuiam ERa ou que ndo foram expostos ao estradiol
(aromatase knockout, ArKO). Em ambos os casos foi detectada uma diminui¢do significativa da
imunorreatividade para nNOS na MPOA, PVN e Arc (SICA, 2007). Além disso, foi demonstrado
que o ERa e o AR interagem para regular a nNOS especificamente para cada regido do encéfalo
de machos e fémeas (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 tépicos relevantes sobre a
organizacdo celular da AMePD necessitavam maior investigagdo para avangar tais
conhecimentos e para tornar congruentes os raciocinios sobre os efeitos dos hormdnios gonadais
nesta drea. O foco de estudo é questionar de que maneira a variagdo dos hormonios gonadais, de
forma fisiolégica ou supra-fisioldgica, poderia estar modificando o neuropilo da AMePD de
ratos. Com base no que ja foi publicado na literatura e nos encadeamentos 16gicos das linhas de
pesquisa que envolvem a AMePD, escolhemos estudar a atividade da NADPH-d em machos, em
fémeas ao longo do ciclo estral e em fémeas OVX com terapia substitutiva. A seguir, buscou-se
estudar o volume somadtico e nuclear de neur6nios da AMePD de fémeas OVX também
submetidas a terapia substitutiva. Nao havia, até o momento, nenhum relato na literatura dos
efeitos da ovariectomia e da reposicdo hormonal com estradiol e/ou progesterona sobre a
atividade da NADPH-d ou sobre o volume somaético e nuclear na AMePD, e nem se o ciclo estral

poderia se relacionar com a atividade da NADPH-d nessa mesma regido. Esse tipo de



37

conhecimento € relevante frente ao fato de que a AMePD € uma regido considerada sexualmente
dimérfica, participando na modulagdo do comportamento reprodutivo na secre¢do
neuroenddcrina por influenciar a atividade de diferentes dreas hipotalamicas e formando circuitos

neurais especificos.



2. OBJETIVOS
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Como diferencas relacionadas ao sexo, ao ciclo estral e a influéncia dos hormonios
gonadais como terapia substitutiva ja foram relatadas para a AMePD de ratos, o que sugere que a
organizacao estutural desta regido varia em funcdo dos niveis circulantes de hormonios gonadais,
e considerando-se que o conhecimento das populacdes neuronais da AMePD é de fundamental
importancia para uma melhor compreensdo do seu papel funcional, buscando avangar e
correlacionar os conhecimentos com dados ainda inéditos, o presente trabalho teve os seguintes
objetivos:

1. Avaliar a influéncia dos hormonios gonadais em niveis fisioldgicos na atividade regional, na
atividade neuronal e no nimero de células positivas para a NADPH-diaforase na AMePD de
machos e, em fémeas, ao longo de todas as fases do ciclo estral (diestro, manha e tarde do
proestro, estro e metaestro), utilizando-se técnica histoquimica e andlise semi-quantitativa por
técnica de densitometria Optica.

2. Avaliar a influéncia da ovariectomia e dos hormodnios gonadais femininos, estradiol e
progesterona, em niveis supra-fisioldgicos, combinados ou nio, como terapia substitutiva na
atividade regional, na atividade neuronal e no nimero de células positivas para a NADPH-
diaforase na AMePD, utilizando-se técnica histoquimica e andlise semi-quantitativa por
técnica de densitometria Optica.

3. Determinar o efeito da ovariectomia e da terapia substitutiva com estradiol e progesterona,
em niveis supra-fisioldgicos, combinados ou ndo, sobre o volume somdtico e nuclear de
neurdnios da AMePD de ratas utilizando-se técnica de reconstrucdo estereoldgica de cortes

seriados e 0 método de Cavalieri em associagdo 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 dimérfica, além de evidenciar os efeitos das variacdes ciclicas dos esteroides

sexuais e efeitos da manipulacdo hormonal sobre estes parametros morfolégicos.



3. MATERIAIS E METODOS
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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 fémeas) provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS. Os
animais foram mantidos em grupos (no maximo cinco por caixa padrdo) com dgua e comida ad
libitum. A temperatura foi mantida em torno de 22° C e em ciclo claro/escuro de 12 h cada.

Foram tomados todos os cuidados éticos para minimizar o nimero 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 experimentacao cientifica, além das diretrizes
internacionais de cuidados éticos para estudo de animais em laboratério (Conselho Diretivo da
Comunidade Européia de 24 de novembro de 1986, 86/609/EEC). O projeto (ntimero 2007904)
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS, reunido n° 34, ata n° 114, de
04/09/2008, por estar adequado ética e metodologicamente e de acordo com a Resolucdo 196/96
e complementares do Conselho Nacional de Saude.

Para a realizacdo deste estudo, foram realizados trés experimentos. No primeiro
experimento foram utilizados 6 machos e 30 fémeas ao longo do ciclo estral e no segundo e
terceiro experimento foram utilizadas, em cada um, 20 fémeas ovariectomizadas com tratamento
substitutivo. Os procedimentos realizados para cada um dos experimentos serdo descritos a

seguir.

3.2. Identificacao das fases do ciclo estral

Em todos os experimentos, as ratas tiveram seu ciclo estral avaliado quanto a sua
normalidade (fases de diestro, proestro, estro e metaestro) por meio da citologia vaginal realizada

diariamente durante um periodo de duas semanas. Para isso foi utilizada uma pipeta de tamanho
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adequado preenchida com solucdo salina. Apds a coleta, o material obtido do “esfregago vaginal”
foi colocado sobre uma lamina histologica e observado ao microscopio Optico para a
identificag¢do dos tipos celulares de cada fase. Classicamente, cada uma dessas fases distingue-se
pela preponderancia de tipos celulares caracteristicos, que sdo: leucdcitos em diestro, células
epiteliais em proestro, células queratinizadas no estro ou a presenca dos trés tipos celulares no
metaestro (SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975; FREEMAN, 1994; Figura 7). Ao final dessas
duas semanas somente as fémeas que apresentaram dois ciclos regulares consecutivos foram

selecionadas para estudo.
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Figura 7. Fotomicrografias mostrando a citologia vaginal de ratas nas diferentes fases do ciclo
estral. Diestro, com predominincia de leucdcitos; proestro, com predomindncia de células
epiteliais nucleadas; estro, com predomindncia de células queratinizadas; e, metaestro, com
presenga conjunta desses tipos celulares. Barra: 20 pm (conforme originalmente apresentado em
HERMEL, 2005).
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3.3. Experimento 1: Atividade da NADPH-diaforase entre machos e fémeas ao longo do

ciclo estral

3.3.1. Procedimento histoquimico para NADPH-diaforase

Nesse experimento foi realizada a técnica histoquimica da NADPH-d adaptada de
(CARRILLO et al., 2007). Esta técnica utiliza NADPH como substrato e azul de nitrotetrazélio
(NBT) como cromoégeno, gerando um precipitado azul escuro insolivel denominado formazan.

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

enzima responsdvel por catalizar a seguinte reacdo (HOPE; VINCENT, 1989):

NADPH + NBT — NADP' + formazan

Foram utilizados 6 machos e 6 fémeas em cada fase do ciclo estral (diestro, manhi do
proestro, tarde do proestro, estro e metaestro; n = 36). Com excecdo do grupo estudado na manha
do proestro, todas as outras ratas foram sacrificadas na tarde de seus respectivos ciclos (16h).
Para realizacdo da técnica, todos os animais foram anestesiados com tiopental sédico (50 mg/kg,
1.p.; Cristalia, Brasil), injetados com 1000 UI de heparina no ventriculo cardiaco esquerdo e
perfundidos com o auxilio de uma bomba peristédltica (Control Company, Brasil, fluxo de 20
mL/min) com 200 mL de solucdo salina seguida por 200 mL de paraformaldeido 4 % diluido em
tampao fosfato 0,1 M e pH 7,4 (TF). Os encéfalos foram removidos e pds-fixados por 4 horas na
mesma solucdo fixadora. Entdo, foram seccionados (50 pm) em vibratomo (Leica, Alemanha),
sendo as seccdes recolhidas em TF 0,IM pH 7,4 e processados para o procedimento

histoquimico. Foi realizada uma pré-incubacao dos cortes a temperatura ambiente por 10 min em
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uma solucdo contendo 12uL de Triton X-100 (Sigma) diluido em 100 mL de TF 0,1M pH 7.,4.
Ap6s, os cortes foram incubados a 37° C em uma solugio contendo 5 mg de NADPH (Sigma) € 3
mg de NBT (Sigma), diluidos em TF 0,I1M pH 7.4. O tempo de incubacdo dos cortes na estufa foi
de 1 h e 30 min. Apds a reacdo, os cortes foram lavados com TF 0,IM pH 7,4, montados em
laminas gelatinizadas, desidratados em uma série alcodlica crescente, diafanizados em xilol e
cobertos com bélsamo do Canada.

Todos os encéfalos utilizados foram fixados e pds-fixados durante o mesmo periodo de
tempo em solucdes idénticas. Foram igualmente processados ao mesmo tempo, seguindo-se
exatamente 0os mesmos passos histologicos, bem como incubados nos mesmos meios, pelo
mesmo periodo de tempo. Esses procedimentos foram realizados a fim de reduzir a possibilidade
de overrreaction, diferengas na reacdo do cromégeno ou alteracdes nos niveis de fundo dos
grupos experimentais, o que poderia gerar resultados inadequados para comparacdes entre 0s

grupos experimentais.

3.3.2. Aquisicao de dados

Para a localizag@o precisa da AMePD foi utilizado como referencial anatdmico o atlas das
coordenadas estereotdxicas do encéfalo do rato de Paxinos e Watson (1998) juntamente com as
descricoes da AMePD foram baseadas nas descricdes de Alheid et al. (1995) e Canteras et al.
(1995). As seccOes contendo esta regido foram projetadas em desenhos esquemdticos de cortes
coronais do encéfalo. Os locais onde puderam ser identificados neurdnios na AMePD, 3,0 a 3,30
mm posterior ao bregma (PAXINOS; WATSON, 1998), foram selecionadas para estudo em

microscopio 6ptico. Ambos os hemisférios cerebrais foram utilizados.
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O protocolo para medir a densidade Optica da atividade da NADPH-d na AMePD foi
baseado no estudo realizado previamente por Martinez e colaboradores (2006). A intensidade do
produto da reacdo da atividade a NADPH-d foi estudada por uma anélise semi-quantitativa usando
um microscopio Nikon Eclipse E-600 (400x) acoplado a uma camera CCD “Pro-Series High
Performance” e o programa “Image Pro Plus Software 6.0” (Media Cybernetics, EUA). As sec¢des
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 condicdes de luz e
magnificacdes foram mantidas constantes. Quadros com 20.330 pum? (como érea de interesse, AOI)
foram colocados sobre uma grade que foi sobreposta a imagem para auxiliar na medicdo da
densidade 6ptica regional. Para se medir a densidade Optica neuronal, foram colocados quadros
com 13 um®. Vasos sanguineos e outros artefatos evidentes foram evitados. Foram analizadas pelo
menos 25 seccoes da AMePD de cada grupo estudado (5 sec¢des por animal). Uma érea de tecido
livre foi determinada e utilizada para corrigir as medidas de densidade Optica, servindo como
imagem de background. Foi realizada a subtracdo de cada fundo marcado com o fundo de corre¢do

(XAVIER et al., 2005).

A densidade 6ptica dos neurdnios imunorreativos por campo, em uma calibragdo padrio,

foi obtida pela férmula:
DO (x,y) = -log [(Intensidade (x,y) -NA/ Incidente-NA)],
onde: DO = densidade 6ptica; (x,y) = coordenadas do “pixel” analisado; Intensidade =

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

NA= negro absoluto.
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O numero de neur6nios NADPH-d-positivos na AMePD foram contados utilizando um
microscOpio Nikon Eclipse E-600 (40x, Japan) acoplado a uma camera Pro-Series High
Performance CCD e ao software Image Pro Plus Software 6.0 (Media Cybernetics, USA). No
minimo 5 sec¢des de cada animal foram utilizadas. As contagens fora feitas visualmente por um
observador treinado. Foram contados somente os neurdnios em que suas caracteristicas citolégicas

e de marcagdo pela NADPH-d eram evidentes.

3.3.3. Analise Estatistica

Os dados referentes a densitometria Optica regional e a densitometria Optica neuronal da
atividade da NADPH-d, assim como as contagens dos neurdnios NADPH-d-positivos, foram
comparados pelo teste da andlise da variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post hoc de
Tukey. Previamente, os grupos de ratas em proestro (estudadas na manha ou na tarde desta fase)
foram comparados pelo test ¢ de Student. Como ndo houve diferencga estatisticamente significante
entre esses grupos (como descrito no artigo respectivo), os dados desses dois grupos foram

agrupados. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido a priori em P < 0,05.
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3.4 Experimento 2: Atividade da NADPH-diaforase ap6s ovariectomia e terapia hormonal

substitutiva

3.4.1. Procedimento cirurgico e terapia hormonal substitutiva

Ap6s avaliagdo 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 cirtrgico dorsal. Apds a retirada dos ovdrios e a sutura por planos, as
ratas foram recolocadas em suas respectivas caixas para recuperacdo pds-operatéria. Sete dias
apods o procedimento cirdrgico, 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): fémeas ovariectomizadas (OVX; n = 5) e que receberam trés inje¢des subcutaneas
(s.c.) de veiculo (Sleo de gergelim) em volume de 0,1 mL, no hordrio da manha (as 9 h), servindo
como grupo controle. A primeira dose foi dada no primeiro dia da terapia substitutiva (dia 1), a
segunda dose de dleo foi dada 24 h depois da primeira dose (dia 2), e a terceira dose foi dada 48 h
apos a segunda dose e 5 h antes da rata ser sacrificada e submetida a técnica histoquimica para

NADPH-d, (dia 4 da terapia substitutiva), conforme o seguinte esquema:
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Dia 1 Dia?2 Dia 3 Dia4
1 semana
| 24 h 24 h 24 h
OVX Oleo 6leo Oleo
(0,1 mL) (0,1 mL) (0,1 mL)

- grupo 2 (BE): fémeas OVX (n = 6) e que receberam benzoato de estradiol (BE; Sigma

Chemicals Co., EUA) na dose de 10 pg diluidos em 0,1 mL de veiculo (6leo 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

veiculo (6leo) na dose de 0,1 mL, 48 h apds a segunda dose de BE e 5h antes da rata ser

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

seguir:
Dia 1 Dia?2 Dia 3 Dia 4
1 semana
| 24 h 24 h 24 h
OVX BE BE oleo
(10 pg/ (10 pg/ (0,1 mL)

0,1 mL) 0,1 mL)

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

(P; Sigma Chemicals Co., EUA) ambos diluidos em 0,1 mL de veiculo (6leo de gergelim), sob o



50

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 apds a segunda dose de BE e 5h antes da rata ser sacrificada e submetida a técnica histoquimica

para NADPH-d, conforme seguinte protocolo:

Dia 1 Dia?2 Dia 3 Dia4
1 semana
| 24 h 24 h 24 h
OVX BE BE P
(10 pg/ (10 pg/ (500 pg/
0,1 mL) 0,1 mL) 0,1 mL)

- grupo 4 (P): fémeas OVX (n = 5) e que receberam 0,1 mL de veiculo (6leo de gergelim) e 500
pg de P, diluida em 0,1 mL de dleo, sob o seguinte esquema: a primeira dose de 6leo foi dada no
primeiro dia da terapia substitutiva (dia 1), a segunda dose de 6leo foi dada 24 h depois da
primeira dose (dia 2) e a terceira dose foi de P, 48 h apds a segunda dose de 6leo e Sh antes da
rata ser sacrificada e submetida a técnica histoquimica para NADPH-d, conforme seguinte

protocolo:
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Dia 1 Dia?2 Dia 3 Dia 4
1 semana
| 24 h 24 h 24 h
OVX oleo 6leo P
(0,0mL) (0,1 mL) (500 pg/
0,1 mL)

ApOs o tratamento com a terapia hormonal, e 5 horas apds a tultima injecdo, os animais
foram entdo anestesiados e perfundidos para a realizacdo do procedimento histoquimico e da
densitometria Optica regional e neuronal, bem como para a contagem de neur6nios NADPH-d

positivos, conforme descrito no experimento 1.

3.4.2. Aquisicao dos dados

Foi utilizado o mesmo procedimento para aquisi¢do dos dados conforme experimento 1.

3.4.3. Analise Estatistica

Os dados referentes a densitometria Optica regional e a densitometria dptica neuronal da
atividade da NADPH-d, assim como as contagens dos neurdnios NADPH-d positivos foram
comparados empregando-se o teste da andlise da varidncia (ANOVA) de uma via seguida pelo

teste post hoc de Tukey. O nivel de signficancia estatistica foi estabelecido a priori em P < 0,05.
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3.5. Experimento 3: Avaliacao do volume somatico e nuclear de neuronios da AMePD de

fémeas ovariectomizadas com terapia hormonal substitutiva

3.5.1. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar adultas de mesma idade e nas mesmas condicdes de criacio
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). Apds
a terapia substitutiva, as fémeas foram anestesiados com tiopental sédico (50 mg/kg, i.p.;
Cristalia, Brasil), injetados com 1000 UI de heparina (Cristalia, Brasil) no ventriculo cardiaco
esquerdo e perfundidos com o auxilio de uma bomba peristaltica (Control Company, Brasil, 20
mL/min) com 200 mL de solucdo salina, seguida por 100 mL de paraformaldeido 4 % (Reagen,
Brasil) e glutaraldeido 0,5 % (Sigma, EUA) diluidos em TF 0,1M e pH 7,4. Os encéfalos foram
removidos, seccionados coronalmente em vibrdtomo (100 pum; Leica, Alemanha) e as dreas
contendo a AMePD (aproximadamente — 3,30 mm posterior a sutura bregmadtica) foram

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

3.5.2. Procedimento histolégico

Ap0s terem sido pOs-fixadas na mesma solucido durante uma noite, as secgdes contendo a
AMePD foram lavadas em TF salino (3 vezes de 30 min), pés-fixadas por 1 h em tetréxido de
o6smio 1% (Sigma, EUA), em seguida o material foi novamente lavado em TF salino (3 vezes de

15 min) e desidratado em uma série de concentragdes crescentes de dlcool e 6xido de propileno
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(Electron Microscopy Sciences, EUA). Posteriormente foi feita a inclusdo em resina (Durcupan,
ACM-Fluka, Suica). Para isso, o material foi submetido ao seguinte protocolo: dlcool 50% 2
vezes de 5 min; alcool 70% 2 vezes de 10 min; alcool 96% 2 vezes de 20 min; alcool 100% 2
vezes de 20 min. Posteriormente as seccdes foram embebidas em 6xido de propileno, durante 5
min; depois foi feita uma mistura 1:1 com resina (Durcupan ACM-Fluka, Suica) e 6xido de
propileno onde as sec¢des ficaram durante 10 min; finalmente, as sec¢des foram colocadas em
resina pura a vacuo durante 24 h a temperatura ambiente. Apds isso, as sec¢Oes ainda com resina
foram colocadas laminas de vidro e cobertas com laminas de acetato a 60°C por 48 h
(RODRIGO, 1996). Sec¢des semifinas (1um) foram obtidas em um ultramicrétomo (MT 6000-
XL, RMC, Tucson, EUA) usando-se navalhas de vidro e analisadas sob microscopio 6ptico apds

colorac@o com azul de toluidina 1% diluida em tetraborato de s6dio 1% (Merck, Alemanha).

3.5.3. Aquisicao de dados

A estimativa do volume somético e nuclear dos neurénios da AMePD esquerda de todos
os animais foi obtida com o método de Cavalieri associado com a técnica de contagem de pontos
(técnica de reconstrucdo de secgdes 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 microscopio Nikon Eclipse E-600 (Japao)
acoplado a uma camera CCD Pro-Series “High Performance” com o auxilio do programa “Image
Pro Plus Software 6.0” (Media Cybernetics, EUA). Um minimo de 12 sec¢des e 42 areas/ponto
por soma neuronal foram analisadas. Somente os corpos celulares contidos completamente na
série de secgdes foram utilizados na avaliagdo quantitativa. O valor médio do volume somatico e

nuclear foi calculado com a equagao:
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V=XP.A/P.T

onde V= volume, XP= total de dreas/ponto contadas, a/p= drea/ponto (8,98 um?), T= espessura

da sec¢do (1 pm).

3.5.4. Analise estatistica

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

andlise da variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo teste post hoc de Tukey. O nivel de

significancia estatistico 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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The rat posterodorsal medial amygdala (MePD) is a sexually dimorphic area implicated in
the control of reproduction. Interestingly, nitric oxide (NO) synthetizing neurons are widely
distributed in brain regions involved with the modulation of sexual behavior. Here we
studied the NADPH-diaphorase (NADPH-d) activity and the number of positive cells in the
MePD of adult males and adult females either across the estrous cycle (diestrus, proestrus,
estrus, and metaestrus) or following ovariectomy and substitutive therapy (consisting of oil,
estradiol alone, the combination of estradiol and progesterone, or progesterone alone). The
NADPH-d histochemical technique was followed by a semi-quantitative analysis using
optical densitometry. Males showed a higher MePD regional optical density and neuronal
optical density than females across the estrous cycle, with the exception of the diestrus
phase (F<0.01). No differences were found in these parameters during the ovarian cycle
(P>0.05). There were no statistically significant differences among males and cycling
females in the number of NADPH-d positive cells (P>0.05). Additionally, 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
ovariectomized females that received vehicle or the three different hormonal replacement
therapies (P=0.07, P=0.18, and P=0.95, respectively). Results suggest that NADPH-d activity
in the rat MePDis different between sexes butin females itis not affected by changinglevels
of circulating gonadal hormones in physiological or supraphysiological conditions.

® 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1 Introduction

2004). It integrates sexually dimorphic pathways coming from
the olfactory/vomeronasal pathways, innervates specific bed

The medial amygdala (MeA) has different histogenetic origins nuclei of the stria terminalis (BNST), and connects to different
(Garcfa-Lopez et al., 2008) and is considered a part of the hypothalamic nuclei for the modulation of social behaviors
“extended amygdala” in the rat forebrain (de Olmos et al, (Newman, 1999; Petrovich et al., 2001; Dong et al., 2001;
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Simerly, 2004; Choi et al., 2005). Based on cytoarchitectonical,
hodological, and functional criteria, the MeA was divided into
the anterodorsal, the anteroventral (MeAV), the posterodorsal
(MePD), and the posteroventral subnuclei (Canteras et al,
1995; de Olmos et al., 2004; Dall'Oglio et al., 2008a,b). The MePD
is particularly important in the modulation of sexual and
matemal behaviors (Newman, 1999; Sheehan et al, 2001;
Rasia-Filho et al., 2004; Choi et al., 2005; de Castilhos et al.,
2006, 2008).

Gonadal hormones have an important epigenetic influence
upon neuro-glial morphology and function in the rat MePD
(Newman, 1999; Rasia-Filho et al, 2004; Martinez et al., 2006;
Cunningham et al,, 2007; de Castilhos et al,, 2008; Morris et al,,
2008; Johnson et al, 2008, Cooke and Woolley, 2009). The
presence of gonadal hormone-responsive cells is remarkable in
the MePD, where neurons with androgen receptors (Sheridan,
1979; Simerly et al., 1990), with both a- and p-estradiol receptors
(ER-o,ER-p; Simerly et al., 1990; Li et al., 1997; Shughrue et al,,
1997; Osterlund et al,, 1998), and progesterone receptors are
found (De Vries and Simerly, 2002). Therefore, it is not
surprising that the MePD may exhibit sexual dimorphism or
effects of sex steroids evidenced when comparing data from
males and females, and females over the estrous cycle or
following ovariectomy (OVX) and hormonal replacement
(Rasia-Filho et al, 2004; Martinez et al., 2006; Hermel et al,,
2006, Cunningham et al., 2007; de Castilhos et al., 2008; Morris
et al.,, 2008; Dall'Oglio et al., 2008a; Cooke and Woolley, 2009).
For example, OVXed females that received estradiol benzoate
(EB) plus progesterone (P) showed a higher immunoreactivity
to glial fibrillary acidic protein (GFAP) than females that re-
ceived EB alone, a finding that does not quite correlate with
the normal endogenous variations of ovarian hormones in
proestrus females (Rasia-Filho et al.,, 2002; Martinez et al., 2006).
Likewise, OVXed females treated with EB or EB+P showed an
increase in the density of dendritic spines when compared to
control vehicle treated rats, a finding that does not exactly match
with previous proestrus results (Rasia-Filho et al, 2004; de
Castilhos et al, 2008). The age of the animal, the time after
OV¥, and the estrogen treatment for OVXed females can also
influence the effects of ovarlan steroids (Fan et al, 2008;
Quifiones et al.,, 2009). These findings suggest that physiological
and supra-physiological levels of ovarian steroids can lead to
heterogeneous results when tested in adult rats.

Nitric oxide (NO) is a highly reactive and unstable gas that
participates actively in a series of neurophysiological and/or
neuropathological processes in mammals (Ohkuma and
Katsura, 2001; de la Torre, 2002; Zemojtel et al., 2004). Among
other functions, NO modulates neuronal excitability, synaptic
plasticity, and neuroprotection (Prast and Philippu, 2001) and
is involved in neurcendocrine functions and reproductive
behaviors (Vincent, 1994; Garthwaite and Boulton, 1995;
Panzica et al,, 2006). Three forms of the synthesizing enzyme
NO synthase (NOS) have been described and, using biochem-
ical and immunocytochemical approaches, it was demon-
strated that NADPH-diaphorase (NADPH-d) is a neuronal NOS
(nNOS; Hope and Vincent, 1989; Hope et al., 1991; Roman et al.,
2002). The NADPH-d histochemical technique and immuno-
histochemistry have been used for many years to indirectly
demonstrate the presence of NO-producing neurons in several
areas of the rat and mouse nervous system (Rodrigo et al.,

1994; Collado et al,, 2003, Gotti et al., 2008). Some studies
demonstrated the presence of nNOS in brain nuclei related
with the control of reproductive behavior, such as the
hypothalamic ventromedial nucleus (VMH), the medial pre-
optic area (MPOA), and the MeAV (Vincent and Kimura, 1992;
McDonald et al., 1993; Carrillo et al., 2007) and, consequently, it
has been suggested that NO participates in the regulation of
sexual behavior in male and female rats (Mani et al, 1994;
Benelli et al, 1995; Hull et al, 1999). NOS can be co-localized in
neurons that possess gonadal hormone receptors (Okamura et
al, 1994a) and sex steroids can trigger nNOS expression
(Panzica et al., 2006). Long-term treatments with estrogen in
OVXed females induced an increase in the nNOS mRNA in the
VMH (Ceccatelli et al,, 1996; Grohé et al, 2004), whereas
changes in nNOS immunoreactivity or NADPH-d activity
across different phases of the estrous cycle were observed in
the mouse VMH (Martini et al., 2004; Gotti et al., 2009), in the
rat MeAV (Carrillo et al, 2007), and bed nucleus of the
accessory olfactory tract (BAOT; Collado et al., 2003).

The present study investigated a possible sex difference,
the effects of ovarian hormone manipulation either across
the estrous cycle or following OVX and hormone replacement
on the regional NADPH-d activity, the neuronal NADPH-d
activity, and in the number of NADPH-d positive neurons in
the MePD of adult rats. For this purpose, the NADPH-d
histochemical technique was employed together with semi-
quantitative analysis using optical densitometry (Rasia-Filho
et al.,, 2002; Xavier et al,, 2005; Martinez et al., 2006).

2! Results

NADPH-d histochemical activity was clearly observed in
multipolar neurons classified as bitufted or stellate cells.
Bitufted neurons present spindle, ovoid, or spherical-shaped
cell bodies with two symmetric primary dendritic shafts,
whereas stellate neurons have pleomorphic cell bodies and
three or more primary dendrites that radiate in all directions.
Both kinds of neurons appeared to display similar levels of
NADPH-d activity in the MePD of all experimental groups.

A remarkable number of NADPH-d positive cells were
observed within the MePD of all groups (Figs. 1 and 2). The
majority of these neurons showed a moderate NADPH-d
activity, but others developed an intense enzymatic activity.
Only proximal portions of the dendrites could be visualized. In
the neuropile, enzymatic activity was found in neurites,
neuroglial cells, and blood vessels.

Pror to further analysis among groups belonging to the
first experiment, data were compared between proestrus
females studied in the morning or in the aftemoon of this
phase. There was no statistically significant difference bet-
ween these two groups (unpaired Student t test, P > 0.05).
Therefore, their results were pooled together and the mean
values obtained comprised the proestrus group used for the
overall ANOVA among groups in the first experiment. In this
regard, data obtained for the NADPH-d regional optical density
[F(4,25)=5.64; P<0.01] reached a statistically significant diffe-
rence among males and females across of the estrous cycle
phases. Moreover, the Tukey post hoc test showed that males
have a higher NADPH-d regional activity when compared to
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Fig. 1 - Digitized microscopic images of the NADPH-d activity in the posterodorsal medial amygdala of males (in A) and
females rats across the different phases of estrous cycle (diestrus in B; proestrus morning in C; proestrus afternoon in D; estrus
in E; and metaestrus in F). Arrows indicate some bitufted (black) or stellate (white) NADPH-d positive neurons. Only the
background was adjusted in these images. Scale bar=20 pm.

the proestrus (P<0.01), estrus (P<0.05), and metaestrus groups Data obtained for the NADPH-d neuronal optical density
(P<0.01). When males and diestrus females were compared, [F(4,25)=5.82; P<0.01] also reached a statistically significant
no statistically significant differences were found (P>0.05). No difference among males and females across of the estrous
statistical difference was found for the values obtained in cycle phases. The NADPH-d neuronal optical density is
females across the different phases of the estrous cycle higher in males when compared to the proestrus group
(P>0.05; Fig. 3). (P<0.01), estrus group (P<0.05), and metaestrus group

Fig. 2 - Digitized microscopic images of the NAPDH-d activity in the posterodorsal medial amygdala of ovariectomized
females treated with vehicle (A), estradiol benzoate alone (EB; B), estradiol benzoate plus progesterone (EB +P; C), or
progesterone alone (P; D). Only the background was adjusted in these images. Scale bar=20 pm.
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Fig. 3 — Values (mean +standard error of the mean) of the
regional optical density for NADPH-d activity (A), neuronal
optical density (B), and number of NADPH-d positive neurons
(C) obtained from the posterodorsal medial amygdala of
males and females in the different phases of the estrous cycle
(diestrus, proestrus, estrus, and metaestrus). ™ corresponds
to P<0.01 when compared to males; * corresponds to P <0.05
when compared to males.

(P<0.01). When neuronal optical density of males and
diestrus females was compared, no statistically significant
difference was found (P>0.05). No statistical difference was
found for the values obtained in females across the different
phases of the estrous cycle (P>0.05;Fig. 3). For the number of
NADPH-d positive neurons in the MePD, no statistically
significant difference was found when males and females

across of the estrous cycle were compared [F(4, 25)=2.05;
P=0.11; Fig. 3].

The results obtained from OVXed females treated with
V, EB alone, EB plus P, or P alone did not show a statistical
significance for the NADPH-d regional optical density
[F(3,16)=2.86; P=0.07], the NADPH-d neuronal optical den-
sity [F(3,16)=1.84; P=0.18], and for the number of NADPH-d
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Fig. 4 - Values (meansstandard error of the mean) of the
regional optical density for NADPH-d activity (A), neuronal
optical density (B), and number of NADPH-d positive neurons
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significant differences were found among groups in these
parameters.
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positive neurons in the MePD of these groups [F(3,16)=0.10;
P=0.95; Fig. 4].

3. Discussion

The present findings demonstrate that multipolar neurons in
the MePD displayed NADPH-d activity and that regional and
neuronal NADPH-d activity differed when males were
compared with females across the estrous cycle. On the
other hand, there were no differences between females in the
estrous cycle or due to ovariectomy and to the supra-
physiologic substitutive therapy of EB and/or P. In addition,
there was no statistically significant difference in the
number of NADPH-d positive neurons in the MePD among
all the studied groups. These results are novel and add to the
changes in the NADPH-d activity of the MeA subnuclei or
interconnected brain areas in male and female rats.

3.1. Functional correlations for the NADPH-d activity

Previously, a significant increase was demonstrated in the
NADPH-d positive medium-stained cell density in the BAOT of
estrus females (Collado et al,, 2003). In this same study, the
rise in plasma gonadal steroids induced an increase in the
activity of a specific subpopulation of nitrergic cells when
compared to diestrus females. In the MeAV, female rats during
the estrus had a significantly greater number of NADPH-d
positive cells than diestrus females (Carrillo et al, 2007).
Further comparisons showed that females during diestrus had
a significant increase in the density of medium-stained cells
in comparison to estrus females or to males (Carrillo et al.,
2007). Furthermore, ovariectomy, besides significantly de-
creasing estradiol serum levels, also reduced nNOS and
endothelial NOS expression in the hippocampus of rats
(Grohé et al, 2004). A slow-release subcutaneous pellet
containing 17p-estradiol implanted during ovariectomy
reverted these effects after 14 days (Grohé et al., 2004). In
this present study, no such differences were found in the
MePD between females across estrous cycle or following
castration, while a difference between sexes was found
when males were compared to proestrus, estrus and metaes-
trus females. Although, the functional meaning of NADPH-d
activity is not completely elucidated, it is possible to conceive
the existence of subregion-specific differences in the rat MeA
subnuclei (MeAV and MePD) or interconnected areas, in which
NO production and actions can be affected by sex steroids
(Mizukawa et al., 1989; Vincent and Kimura, 1992; McDonald
et al., 1993; Gotti et al., 2005; Carrillo et al., 2007).

It is possible that the number of NADPH-d positive cells
does not always reflect the same amount of NOS-ir neurons
in the mouse forebrain, with lower values for the former as
demonstrated in the PVN, diagonal band of Broca, and medial
septum (Gotti et al., 2004). These findings indicate that only a
fraction of tissue and cellular nNOS protein present in these
regions displays NO-producing enzymatic activity (Gotti et al.,
2004). In this sense, it would be interesting to analyze the
pattern of nNOS immunoreactivity in the MePD of the same
experimental groups studied here and to compare data.
Nevertheless, it is interesting to note that males have more

NADPH-d than females, except in the distrus phase. This sex
difference can be either determined genetically or epigenet-
ically by gonadal steroids. This indicates the need for further
research to reveal the functional role of NO in the male MePD
and its involvement with male-typical behaviors or adjust-
ments of systemic physiological variables; for example, to
reveal a possible role of NO in the modulation of intromis-
sions and ejaculation during mating or for specific cardio-
vascular adjustments, for which compelling evidence
indicates the MePD has a nodal point in different neural
networks (Newman, 1999; de Castilhos et al., 2006; Quagliotto
et al, 2008). In diestrus females, it has already been suggested
that switches in the local MePD neurochemical control may
be involved with the transition from one estrous phase to
another (Rasia-Filho et al, 2004). The MePD activity in
females might integrate chemosensory and visceral informa-
tion with hormonal signals to co-ordinate the expression of
stereotyped sexually dimorphic behaviors and timed neuro-
endocrine events (Newman, 1999; De Vries and Simerly, 2002;
Rasia-Filho et al, 2004). However, it is curmrently difficult to
predict the effect of NO on excitability in a certain brain area
because NO may simultaneously enhance or decrease
excitability (Prast and Philippu, 2001).

32. Involvement of the NO with other neurotransmitters
and hormones

Notable nNOS positive neurons were described in several
hypothalamic and limbic nuclei (Bhat et al., 1996; Hadeishi
and Wood, 1996), some of them involved in the control of
reproduction (McDonald et al, 1993; Vincent and Kimura,
1992; Panzica et al, 2006; Carrillo et al, 2007). Cells that
produce NO generally appeared as weakly or moderately
stained small neurons, with large amounts of positive fibers
(Panzica et al., 2006). The effects of NO on the reproductive
behavior can be caused by its direct actions or indirectly via
interactions with other neurochemical systems. For the
latter, the involvement of NO in the control of reproduction
can be modulated by gonadal hormones or mediated by the
interaction with neurotransmitter systems (Panzica et al.,
2006), such as dopamine in males (Hull and Dominguez,
2006) or noradrenaline in females (Chu and Etgen, 1996). It
appears that the nNOS does not completely overlap with any
other known neurotransmitter system, even though several
studies have demonstrated co-localization with cholina-
cethyltransferase, serotonin, and numerous neuropeptides
(Panzica et al., 1998; Prast and Philippu, 2001; Panzica et al.,
2006). NO activates the release of gonadotrophin hormone-
releasing hormone (GnRH), which enables the lordosis reflex
in rats (McCann et al., 2003) and NO also induces erection
and ovulation in rats (McCann et al., 1999, 2003). In OVXed
female rats treated with EB and P, the NO/cGMP/protein
kinase G pathway is involved with the lordosis behavior
induced by P administration (Gonzalez-Flores and FEtgen,
2004; Panzica et al, 2006). Treatment with competitive
inhibitors of nNOS attenuated P-induced lordosis, whereas
administration of a NO donor facilitates sexual behavior in
females (Mani et al., 1994; Panzica et al., 2006). In male rats,
the treatment with L-arginine facilitates sexual behavior,
whereas administration of nNOS inhibitors reduced the
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number of mounts and prevented ejaculation (Benelli et al.,
1995; Sato et al., 1998; Panzica et al., 2006).

In male and female rats, NADPH-d cells co-localize with ER,,
and ER; in the VMH (Okamura et al., 1994b) whereas nNOS-ir
co-localizes with AR in the ventral premamillary nucleus of
male rats (Yokosuka et al, 1997). In females, estradiol
increases NADPH-d staining in the rat hypothalamic periven-
tricular nucleus (PVN; Sanchez et al, 1998) and MPOA
(Okamura et al.,, 1994a), also increasing nNOS mRNA in the
ventrolateral subdivision of the rat VMH (Ceccatelli et al,,
1996). These studies indicate that there is a relationship
between gonadal hormone receptors and nNOS or NADPH-d
activity in specific brain nuclei. The rat MePD presents ER,,
ER,, and P receptors (PR) whose number and possible actions
might change in OVXed females with hormonal substitutive
therapy (Gréco et al., 2001; de Castilhos et al., 2008). In spite of
these adaptive post-castration changes, the present results
indicate that they did not affect the subpopulation of NADPH-
d neurons in the female MePD. Therefore, data suggest that
NADPH-d activity in the rat MePD is different between sexes
but, in females, it is not affected by changing levels of
circulating gonadal hormones in physiological or supraphy-
siological conditions.

4, Experimental procedures

4.1. Animals

Adult male and female Wistar rats (3-5 months old) were
housed in groups with access to food and water ad libitum,
and room temperature was maintained around 22 °C in a
12 h light/dark cycle (lights off at 6 PM) under standard
laboratory conditions. The age of the experimental animals
is in accordance with previous reports (Rasia-Filho et al,
2002; 2004; Martinez et al.,, 2006; de Castilhos et al., 2008). All
efforts were made to minimize the number of animals
studied and their suffering. Rats were manipulated according
to international laws for the ethical care and use of labo-
ratory animals (European Communities Council Directive of
24 November 1986, 86/609/EEC).

Vaginal smears were taken from virgin females during the
2 weeks prior to the beginning of the experiment to determine
the regularity of estrous cycle. The presence of leucocytes and
epithelial and/or queratinized cells obtained from the vaginal
wall was evaluated on microscopic images (Smith et al,, 1975;
Freeman, 1994). That is, presently no blood samples were
collected to correlate with estrous cycle. Instead, classic
cytological criteria were used to determine the estrous phases
assuming that ovarian steroids could be correlated with them.
Only normally cycling females were studied. In the first
experiment, females (n=6 in each group) were sacrificed in
the afternoon (around 4 PM) of each phase of the estrous cycle
(diestrus, proestrus, estrus, and metaestrus). In the proestrus
phase, an additional group was studied in the morning
(around 10 AM) to allow a further “within group” comparison
due to the variation in the ovarian hormone levels in circu-
lation during this phase (Freeman, 1994). In the second
experiment, virgin females were submitted to surgical ovari-
ectomy under ketamine and xylazine anesthesia (20 and

80 mg/kg i.p., respectively). After 1 week of recovery, animals
were submitted to substitutive therapy [n=>5 in the vehicle (V)
group and in the P alone group; n=6 in the EB alone group; and
n=4in the EB + P group]. The first group received twoinjections
of sesame oil (V; 0.1 mL, s.c.) 24 h apart, and a third injection of
oil 48 h later. The second group received two injections of EB
(Sigma Chemicals Co., USA; 10 pg/0.1 mL, s.c.) 24 h apart,and a
third injection of sesame 0il 48 h later. Rats in the third group
received two EB injections (10 pg/0.1 mlL, s.c.) as performed in
the second group, and the third injection containing P (Sigma
Chemicals Co., USA; 500 pg/0.1 mlL, s.c) 48 h later. And the
fourth group received two injections of sesame 0il (0.1 mL, s.c.)
24 h apart, and a third injection of P 48 h later. In all groups, the
last injection was given 5 h before sacrifice (adjusted from de
Castilhos et al., 2008 and references therein).

4.2. Histochemical procedure

The NADPH-d histochemical technique was adapted from
Carrillo et al. (2007). For this purpose, NADPH (Sigma
Chemicals Co., USA) was employed as a substrate and nitro
blue tetrazolium (NBT; Sigma Chemicals Co., USA) as chro-
mogen, producing the insoluble dark blue precipitate forma-
zan (Hope and Vincent, 1989). This served for the semi-
quantification of the data obtained.

All animals were anaesthetized with sodium thiopental
(50 mg/kg, i.p.; Cristalia, Brazil) and injected with 1000 IU
heparin (Cristalia, Brazil) in the left cardiac ventricle. Using a
peristaltic pump (Control Company, Brazil, 20 mL/min), rats
were transcardially perfused with 200 mL of saline solution
followed by 200 mL of 4% paraformaldehyde (Reagen, Brazil)
diluted in 0.1 M phosphate buffer solution (pH 7.4, PBS) at room
temperature. Brains were removed and post-fixed in the same
fixative solution at room temperature for 4 h. Coronal sections
(50 pm) were obtained using a vibratome (Leitz, Germany).
Sections were collected in saline and pre-incubated with 12 pL
of Triton X-100 (Sigma Chemicals Co., USA) diluted in 100 mL
of PBS at room temperature for 10 min. Sections were
incubated at 37 °C in a solution containing 5 mg of NADPH
and 3 mg of NBT diluted in PBS for 1.5 h. For control of the
enzymatic activity, some random sections were processed but
had the substrate omitted. Afterwards, sections were rinsed in
PBS, dehydrated in ethanol, cleared with xylene, and covered
with Permount and coverslips. All experimental groups were
processed together at the same time to avoid possible non-
specific variations in the procedures and their results.

4.3. Data acquisition

The location of the MePD in all experimental groups was based
on previous descriptions and at approximately 3.0 to 3.3 mm
posterior to the bregma (Alheid et al,, 1995; de Olmos et al.,
2004). Both hemispheres were used (after Carrillo et al., 2007).
Thelateral position in relation to the optic tract and the ventral
position related to the stria terminalis served as anatomical
landmarks for the identification of the MePD (Fig. 5). Micro-
scopic images of the brain slices were compared with
schematic drawings from an atlas (Paxinos and Watson, 1998).

The intensity of the NADPH-d activity was measured by
semi-quantitative densitometric analysis using a Nikon
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Bregma -3.30 mm

Fig. 5 - (A) Schematic representation and (B) cresyl violet
staining of a coronal section showing the ventral aspect of the
rat brain and the location of the posterodorsal medial
amygdala (MePD). Image was near 3.30 mm posterior to the
bregma, according to Paxinos and Watson (1998). opt, optic
tract; st, stria terminalis. Coordinates are: D, dorsal; L, lateral;
M, medial; V, ventral. Scale bar=800 pm.

Eclipse E-600 microscope (400x, Japan) coupled to a Pro-
Series High Performance CCD camera and to the Image Pro
Plus Software 6.0 (Media Cybernetics, USA). The digitized
images obtained from MePD were converted to an 8-bit gray
scale (0-255 gray levels). All lighting conditions and magni-
fications were held constant. Picture elements (pixels)
employed to measure optical density were obtained from
squares with 20.330 um? (the area of interest, AOI) to eva-
luate regional density of the NADPH-d reaction and with
13 ym? for measuring each neuronal density obtained in the
MePD. Obvious blood vessels and other artifacts were
avoided. At least 25 sections were analyzed in the MePD
from each studied group (5 sections per animal). Subtractions
of background staining and background correction were done
according to Xavier et al. (2005).

The optical density (OD) was calculated using the following
formula:

OD(x,y) = — log[INT,, — BL]/INC — BL

where OD(x,y) is the optical density at pixel, ), INT, is the
intensity at pixel), BL (black) is the intensity generated when
no light goes through the material, and “INC” is the intensity
of the incident light.

The number of MePD NADPH-d-positive cells per studied
microscopic field was counted using a Nikon Eclipse E-600
microscope (40x, Japan) coupled to a Pro-Series High Perfor-
mance CCD camera and to the Image Pro Plus Software 6.0
(Media Cybernetics, USA). At least 5 sections from each animal
were used. Countings were done visually by a trained
observer. A neuron was only counted when its cytological
features and staining were considered indubitable when
compared to the tissue background (Figs. 1 and 2).

4.4, Statistical analysis

Data regarding the NADPH-d regional optical density, the
NADPH-d neuronal optical density, and the NADPH-d neuro-
nal counts from the MePD of males and females across the
estrous cycle, and in a separate test, from ovariectomized
females treated with the different substitutive therapies were
compared by an one-way analysis of variance (ANOVA) test.
When appropriate, post hoc comparisons were made using the
Tukey test. In all cases, the level of statistical significance was
set a priori at P<0.05.
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ABSTRACT

The volumes of the neuronal nucleus and the cell body in the left posterodorsal medial amygdala (MePD)
of adult ovariectomized (OVX) female rats submitted to different hormonal therapies were studied here,
aiming to reveal possible influence of substitutive sex steroids in these morphological parameters. One
week following ovariectomy and at the end of treatments, brains were cut to semi-thin sections (1 jum)
and stained with 1% toluidine blue for stereological estimations, carried out using the Cavalieri method
and the technique of point counting. Both the volume of the neuronal nucleus and the soma showed a
statistically significant difference when comparing the data among OVX females treated with vehicle (V),
estradiol (EB) alone, EB plus progesterone (EB+P) or P alone [n=>5 rats in each group; one-way ANOVA
test, P<0.01 in both cases]. The Tukey test showed that OVX and EB + P treated females had higher mean
neuronal nucleus and somatic volumes when compared to V (P<0.01) or EB alone (P<0.01). Also, OVX
females treated with P alone showed larger mean neuronal nucleus and somatic volumes when compared
toV (P<0.05). These results suggest that the neuronal nucleus and the somatic volumes can be modulated
by substitutive ovarian hormones administered to OVX females, for which P can lead to higher results.
These findings reveal additional epigenetic actions of the sex steroids in the MePD and new neuronal

morphological features in adult female rats.

© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

The medial amygdala (MeA) has been considered a part of the
“extended amygdala” in the rat forebrain [1,13] and integrates sex-
ually dimorphic pathways with the vomeronasal system and some
specific hypothalamic nuclei [14,30,35]. Based on several mor-
phological and functional criteria, the MeA was divided into the
anterodorsal (MeAD), the anteroventral (MeAV), the posterodor-
sal (MePD), and the posteroventral (MePV) subnuclei [2,13,30,35].
The MePD has relevant roles in the modulation of the sexual and
maternal behaviors [7,12,31,36,40].

Receptors for sexual steroids are remarkably found in the MePD,
resembling the values found in different hypothalamic nuclei
[16,17,25,32,41,42]. In this sense, neurons with androgen recep-
tors shower higher concentrations in the posterior part of the MeA
[42]. Neurons with both « and B estradiol receptors (ER-a and
ER-B) are found mainly in the MePD [16,17,25,32,41] as well as
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mento de Ciéncias Morfol6gicas, ICBS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Sarmento Leite 500, CEP: 90050-170, Porto Alegre, RS, Brazil. Tel.: +55 51 33083624;
fax: +55 51 33083092/33083146.

E-mail address: achaval@ufrgs.br (M. Achaval).
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progesterone receptors [14]. Then, it was not surprising that the
gonadal hormones can alter the morphology of the MePD neurons
and astrocytes [9,10,22,28,29].

The levels of gonadal hormones in circulation can affect the
volume of the neuronal nucleus and the neuronal cell body area
or volume in different brain areas [5,15,20,23,26,38]. Cell body
organelles and nuclei can be targets for trophic actions of gonadal
hormones [5,15,26]. For example, Hermel et al. [20] described an
important sex difference in the mean somatic volume of MePD
neurons, with males displaying larger cell bodies when compared
to proestrus or estrus females. No statistical differences were
found between males and diestrus females in this same study. The
same sex difference in the mean somatic volume was previously
described for the rat MePV, with higher values in males than in
proestrus or estrus females, although not in diestrus ones [38]. No
evidence of any lateralization effect on the neuronal somatic vol-
ume related to sex or due to estrous cycle phase could be found in
the MePD or in the MePV, which indicates that the influence of sex
steroids on this specific parameter occurs similarly on both brain
hemispheres [20,38]. Because supraphysiological doses of ovarian
hormones can alter the neuronal morphology of MePD neurons of
adult female rats differently from that which occurs during the nor-
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mal estrous cycle [11,36], we hypothesized that the same would
happen for the neuronal volume in the present study. Our aims
were to estimate the volumes of the MePD neuronal nuclei and
cell bodies of ovariectomized (OVX) females treated with substi-
tutive therapy. Here it was employed a stereological serial-section
reconstruction, according to [8,20,24,38] and the Cavalieri method
in association with the point counting technique [19].

Adult virgin female Wistar rats (3-4 months old) were housed
in groups under standard laboratory conditions. They had access
to food and water ad [ibitum, room temperature was maintained
around 22°Cina 12 h light:dark cycle (lights off at 6 AM). All efforts
were made to minimise the number of animals studied and their
suffering. In addition, all rats were manipulated according to inter-
national laws for the ethical care and use of laboratory animals

(European Communities Council Directive of 24 November 1986,
86/609/EEC) and to local guidelines on the ethical use of animals.
Vaginal smears were taken from virgin females during 2 weeks
prior to the beginning of experiment to determine the regularity
of estrous cycle. Only normally cycling females were used in this
experiment. After that, rats were submitted to ovariectomy under
ketamine and xylazine (80 and 10 mg/kg i.p., respectively) anes-
thesia. After 1 week of recovery, animals were divided into four
groups (each with n=>5). The first group received two injections of
sesame oil as vehicle (V; 0.1 mL, s.c.) 24 h apart, and a third injec-
tion of oil 48 h later. The second group received two injections of
estradiol benzoate (EB; Sigma Chemicals Co., USA; 10 pg/0.1 mL,
s.c.) 24 h apart, and a third injection of sesame oil 48 h later. Rats
in the third group received two injections of EB (10 p.g/0.1 mL, s.c.)

Fig. 1. (A) Schematic representation of a coronal section of the rat brain showing the ventral location of the posterodorsal medial amygdaloid nucleus (MePD) at 3.30 posterior
to the bregma. Adapted from [34]. Insert box represents the area from where data where obtained in the different experimental groups. D=dorsal; L= lateral; M= medial;
opt=optic tract; st=stria terminalis; V=ventral. Scale bar=800 pm. (B) Digitized images of serial semi-thin sections from the female rat MePD showing the cell body and
neuronal nucleus (*) cut at different levels. The number of each micrograph indicates the corresponding section in the series from the top (1) to the bottom (16). Serial
reconstruction and estimation of somatic volume was done after determining the border of the neuronal cell body and following the Cavalieri method and the point counting
technique. Staining: toluidine blue. Bar: 5 pm.
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as performed in the second group, but the third injection was of
progesterone (P; Sigma Chemicals Co., USA; 500 pug/0.1 mL, s.c.)
48 h later. And, the fourth group received 2 injections of sesame
0il (0.1 mL,s.c.) 24 h apart, and a third injection of P 48 h later. In all
groups, the last injection was given 5 h before sacrifice. The number
of studied animals, injection dosages and protocols were based and
adapted from previously published data [11,20,38].

At the end of this experimental step, animals were anaes-
thetised with sodium thiopental (50 mg/Kg, i.p.; Cristalia, Brazil)
and injected with 10001U heparin (Cristalia, Brazil) in the left
cardiac ventricle. All animals were transcardially perfused, using
a peristaltic pump (Control Company, Brazil, 20 mL{min), with
200 mLofsaline solution followed by 100 mLof0.5% glutaraldehyde
(Sigma Chemicals Co., USA) and 4% paraformaldehyde (Reagen,
Brazil) in a 0.1 M phosphate buffer solution (pH 7.4, PBS) at room
temperature. Brains were sectioned (100 pm) using a vibratome
(Leica, Germany) and the sections were post fixed overnight in
the same fixative solution, washed in PBS and post fixed in 1%
0504 (Sigma Chemicals Co., USA) in PBS for 1h at room temper-
ature. Sections were then washed with PBS and dehydrated in a
graded series of alcohol and propylene oxide (Electron Microscopy
Sciences, USA), embedded in resin (Durcupan, ACM-Fluka, Switzer-
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land), remained in vacuum for 24 h, and, afterwards, were put onto
slides with resin and polymerised for 48 h at 60 °C. Brain slices pro-
vided small pieces of tissue containing the MePD, approximately
3.30 mm posterior to the bregma (according to [34], Fig. 1A). Data
were obtained from the left hemisphere. A rectangle containing the
MePD was removed from the slides and glued onto resin blocks and
polymerised once again for 48 h at 60°C. Serial semi-thin sections
(1 m) were obtained using an ultramicrotome (RMC, USA) and
were stained with 1% toluidine blue diluted in 1% sodium tetrabo-
rate.

Images were captured and digitalized using a Nikon Eclipse E-
600 microscope (initially 1000 and further amplified 100% for
analysis) coupled to a Pro-Series High Performance CCD camera and
Image Pro Plus Software 6.0 (Media Cybernetics, USA). A minimum
of 12 sections and 42 areas/point per neuronal soma were anal-
ysed and only the cell bodies that could be reliably and completely
found along the series of sections were used for further quantita-
tive evaluation (according to [20,38], Fig. 1B). Mean values for the
volumes of the neuronal nucleus and the cell body were obtained
from 15 MePD neurons per animal in each experimental group.
Therefore, one mean value per rat was used for statistical analysis.
This does not imply that that thousands of neurons in the MePD
can be reduced to this number of cells studied here, and this is
a methodological limitation of this study. Otherwise, present sam-
ples appeared to have come from the same subset of neurons and/or
the somatic and nuclear volumes are rather homogeneous in the
MePD because variation in the data is low.

The estimations of the neuronal nucleus and somatic volumes
from the MePD were achieved using the Cavalieri method in associ-
ation with the point counting technique [19]. Volume values were
calculated using the following equation:

V=ZP‘%‘T

where V=volume, LP=total of counted areas/point, a/p=area/
point (8.98 pm?2), T =thickness of the section (1 pwm).

To obtain the underlying assumptions of data normality and
homogeneity of variance, results were transformed using the
weighted least squares method. Thereafter, data were compared
among groups by a one-way analysis of variance (ANOVA) test fol-
lowed by the Tukey post hoc test. The statistical significant level
was set as P<0.05.

In the MePD, multipolar neurons exhibited a cell body with a
thinrim of cytoplasm and a large, round, pale nucleus occupying the

Fig. 2. Values are mean+S.E.M. for the neuronal nucleus {A) and the cell body
(B) volumes obtained from the posterodorsal medial amygdala of ovariectomized
adult females rats treated with vehicle (V), estradiol benzoate alone (EB), estradiol
benzoate plus progesterone (EB+P) and progesterone alone (P). “a” corresponds to
P<0.01 when compared to V; “b” to P<0.01 when compared to EB; and, “c” at least
to P< 0.05 when compared to V.

centre of the soma, with a dense nucleolus and some heterochro-
matin granules against the nuclear membrane with indentations.
From the soma, proximal portions of dendrites and an axon were
identified in these neurons.

Data are summarized in Fig. 2. There was a statistically signifi-
cant difference in the MePD mean neuronal somatic volume among
groups [F(3,16)=10.47; P<0.01). As evidenced by the post hoc test,
EB alone is not different than V (P> 0.05), but EB + P treated females
showed highest MePD values when compared to females treated
with V or females treated with EB alone (P<0.01 in both cases).
In this same regard, females treated with P alone showed larger
mean neuronal somatic volume compared to females treated with
V (P<0.05). No differences were found when comparing females
treated with EB alone or P alone, nor between EB+P and P treated
females (P> 0.05).

In addition, there was a statistically significant difference
in the MePD mean neuronal nucleus volume among groups
[F(3,16)=13.48; P<0.01]. The post hoc test showed a similar result
as observed for the mean somatic volume. That is, EB alone did
not promote statistically different results than V(P> 0.05), whereas
EB + P treated females showed the highest values when compared
to females treated with V (P<0.01) or treated with EB alone
(P<0.01). Again, females treated with P alone showed larger mean
neuronal nucleus volume compared to V (P<0.01) and no statisti-
cally significant differences were observed when comparing data
from the groups treated with EB alone or Palone, nor betweenEB + P
and P alone treated females (P> 0.05).

Data revealed that the estimated volumes of the neuronal cell
body and nucleus of MePD neurons can be affected by substitutive
therapy in adult OVX rats. Females treated with EB+ P showed the
highest mean values when compared to control females treated
with Vor females treated with EB alone. Interestingly, P potentiated
these morphological effects. Although the structure of cell body
organelles were not studied here, the parallel findings of the EB +P
stimulatory effects in both the volume of the neuronal nucleus and

Please cite this article in press as: ]. de Castilhos, et al., Influence of substitutive ovarian steroids in the nuclear and cell body volumes of neurons
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the volume of the cell body might suggest a causal relationship
between them, as discussed in the next paragraphs.

Manipulation of the sex steroids can affect neuronal somasize in
different brain areas. For example, OVX or diestrus adult female rats
did not differ from each other in terms of neuronal cell body size,
but in OVX females treated with estrogen and P the neuronal soma
were larger than both groups in the medial preoptic area [23]. It is
also interesting to note that the present results partially resemble
the changes in the number of dendritic spines detected after OVX
and hormonal replacement in the rat MePD [11]. For example, the
dendritic spine density of OVX females treated with EB alone was
higher than that of OVX females treated with oil, but dendritic spine
density of OVX females treated with EB + P reached the highest val-
ues when compared to both oil-treated and EB-treated groups [11].
Moreover, OVX females treated with EB alone or EB+P increased
the glial fibrillary acidic protein immunoreactivity in the MePD and
MePV compared to control data [28]. Altogether, these findings
would suggest that some common trophic morphological changes
are set in motion after sex steroid replacement in the MePD of OVX
females. Moreover, it is possible that MePD neurons may also be
affected by estrogenic action on local glial cells [6,27] and/or indi-
rectly by synaptic activity coming from other interconnected sex
steroid-responsive brain areas [26].

Changes in the number and distribution of ER-a immunore-
activity have been detected in the brain of virgin, pregnant and
lactating females, suggesting that changes in circulating estro-
gen levels affect the expression of this kind of receptor [4,33,43].
However, supraphysiological hormonal substitutive therapy after
castration can lead to discrepancies compared to data obtained
across the normal ovarian cycle and does not always mimic the
physiological variations of these sex steroids [3,11,28,37]. It is pos-
sible that different adaptive expressions, regulation and actions of
ER-o and ER-P and/or Preceptors in OVX females promote morpho-
logical responses in different ways than during the estrous cycle.
In effect, OVX females treated with EB showed a significant reduc-
tion in the number of neurons expressing both ER-a and ER-3 and
in the immunoreactivity for ER-a in the MePD 48 h after hormonal
replacement[16]. The detection of ER- mRNA in the MePD showed
a positive correlation with plasma P levels[21]. These modifications
following OVX and the complex actions of EB and P in the neuronal
morphology might also indicate direct actions for the hormonally
dependent intracellular reorganization that occurs in the female
MePD. They might involve a rise in nuclear CaZ*, the expression of
brain-derived neurotrophic factor, cyclic AMP response element-
binding protein expression and phosphorylation, insulin growth
factor-1, and cytoskeleton dynamics [44-46].

The pathways by which sex hormones induce epigenetic intra-
cellular anabolic effects are region- and time-specific [6]. The
multiplicity of mechanisms leading to genomic action involves
the combination of estrogen to cognate ERs with possible splice
variants, binding to the promoter of target genes, interaction
with specific coregulators, integrators and other factors to alter
protein-protein interactions, nuclear transcription, and the syn-
thesis of selected proteins [27]. The ERs also generate non-genomic
actions initiated at the cell membrane and that involves signalling
cascades, which also impact transcription and cellular plasticity
[44].

Increased stacking of the rough endoplasmic reticulum [15],
enlarged Golgi apparatus and the presence of pleomorphic mito-
chondria occurs in estrogen-treated OVX rats [5]. Progesterone can
equally induce complex effects in neurons after hormonal replace-
ment therapy [18]. Then, differences in the volume of cell body,
nuclear or cytoplasmatic organelles involved with protein forma-
tion suggest that EB and P have trophic actions and can alter the
metabolism of target neurons [26,39]. In addition, somatic volume
modifications might affect biophysical properties of the cellular

membrane, synaptic computation, and cumulative neuronal activ-
ity [38]. It is interesting to suppose that the structural features
modified by EB+P described here, probably due to a stimulated
somatic protein synthesis altering the somatic membrane surface,
would impact on the brain functions modulated by the MePD, an
issue that requires further research efforts.

Present findings reveal additional epigenetic actions of the sex
steroids in the MePD and new neuronal morphological features in
adult female rats. They suggest that sex steroids can contribute to a
hormonally regulated structural plasticity in the MePD of the adult
OVX female rats. These data can also be adjoined to previously pub-
lished results for the MePD neurons somatic volume changes under
natural, cyclic conditions in the female rat MePD and the physiolog-
ical/supraphysiological responses to sex steroids in this brain area
[11,20,28].
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5. CONCLUSOES
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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 neurdnios NADPH-d-positivos na AMePD, comparando-se machos e fémeas ao
longo de todas as fases do ciclo estral (diestro, manha e tarde do proestro, estro e metaestro).

1.1. Os presentes resultados demonstraram que os neurdnios da AMePD apresentam
diferencas na atividade regional e neuronal para NADPH-d quando comparados machos e fémeas
ao longo do ciclo estral.

1.2. Machos possuem maior atividade regional e neuronal da NADPH-d na AMePD
quando comparados as fémeas em proestro, estro e metaestro, mas nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre machos e f€émeas em diestro nesses parametros estudados.

1.3. Também ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as fémeas ao longo
do ciclo estral.

1.4. Nao houve diferencgas estatisticamente significantes quanto ao nimero de neurdnios

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

2. No Experimento 2 analisou-se a atividade regional e neuronal da NADPH-d, além da
contagem de neurdnios NADPH-d-positivos na AMePD, comparando-se fémeas OVX e
submetidas a terapia substitutiva.

2.1. As fémeas OVX tratadas com 6leo, BE, BE+P ou P ndo demonstraram diferencas
estatisticamente significativas para a atividade regional e neuronal da NADPH-d ou no nimero

de neuronios NADPH-d-positivos na AMePD.
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2.2 Esses dados sugerem que a atividade da NADPH-d na AMePD ¢ diferente entre os
sexos, mas, em fémeas, ndo € afetada pelas mudancas nos niveis de hormodnios gonadais

circulantes, tanto em condigdes fisioldgicas quanto supra-fisiologicas.

3. No Experimento 3 analisou-se o volume somadtico e nuclear de neurébnios da AMePD
de fémeas OVX submetidas a terapia substitutiva.

3.1. Os resultados demonstraram que o volume somadtico e nuclear dos neurdnios da
AMePD podem ser afetados pela manipulagdo hormonal em ratas ovariectomizadas.

3.2. Fémeas tratadas com BE+P apresentaram maior volume somdtico e nuclear na
AMePD quando comparadas as fémeas controle (tratadas com 6leo) ou tratadas somente com BE.

3.3. Fémeas OVX tratadas somente com P apresentaram maior volume somatico e nuclear
quando comparadas as fémeas controle (tratadas com 6leo).

3.4. Esses resultados sugerem que niveis supra-fisioldgicos de esteroides sexuais podem
modular o volume somadtico e nuclear de ratas OVX, onde a acdo conjunta de BE+P provocou
maior efeito tréfico do que somente a administracdo de BE, indicando que a P potencializa os

efeitos estrogénicos nesses parametros na AMePD de fémeas OVX.

4. Em conjunto, esses achados revelam acgdes adicionais dos esteroides sexuais na
AMePD e novas caracteristicas na morfologia neuronal em ratos machos e fémeas adultos,
complementando e avancando a literatura atual com resultados que ampliam o nimero de agdes

dos hormonios gonadais nesta drea do telencéfalo de ratos.
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1. Estudar a distribuicio de nNOS na AMePD entre machos, fémeas ao longo do
ciclo estral e fémeas ovariectomizadas submetidas a terapia hormonal substitutiva,

utilizando imunoistoquimica para nNOS associada a microscopia optica.

2. Investigar um possivel efeito da castragao em machos de curta duragdo (8 dias) e
de longa duracdo (90 dias) e da manipulacdio dos hormdnios gonadais sobre o volume

somatico neuronal e nuclear da AMePD.

3. Investigar a densidade dos receptores especificos para estrégenos e progesterona
na AMePD nas diferentes fases do ciclo estral a fim de elucidar essas interagdes. Assim
como identificar os transmissores quimicos e suas possiveis variagdes neste subnicleo

durante o ciclo estral.

O estudo desses dados nos permitird obter achados relevantes que contribuam para
definir a organizacdo celular da AMePD, resultados esses, que combinados com outros

dados morfoldgicos esclarecerdo a atividade funcional desta drea em ratos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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