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RESUMO 

 

 

A amígdala medial (AMe) é um núcleo superficial do complexo amigdalóide e 

que ocupa seu aspecto rostromedial. A AMe modula uma série de comportamentos além 

de modular a memória e o aprendizado associado a estímulos olfativos e visuais. Em 

ratos é uma estrutura sexualmente dimórfica e está dividida em quatro subnúcleos: 

ântero-dorsal (AMeAD), ântero-ventral (AMeAV), póstero-dorsal (AMePD) e póstero-

ventral (AMePV). A AMe apresenta células com características morfológicas variadas e 

receptores para hormônios gonadais amplamente distribuídos entre todos os seus 

subnúcleos, mas principalmente na AMePD. O presente trabalho teve por objetivo 

estudar a ação dos esteróides sexuais na densidade de espinhos dendríticos na AMePD 

de ratas ovariectomizadas e se sua ação pode ser mediada pelos receptores do tipo 

NMDA. Para tanto, foram utilizadas ratas Wistar adultas (n = 6 por grupo experimental, 

descritos a seguir) que foram ovariectomizadas e injetadas com veículo oleoso (“O”; 

0,1ml s.c.); benzoato de estradiol (“BE”; 10μg/0,1ml s.c.); benzoato de estradiol e 

progesterona (“BE+P”; 10μg/0,1ml e 500μg/0,1ml s.c.). Adicionalmente, foram 

estudadas fêmeas ovariectomizadas e que receberam benzoato de estradiol e salina 

(“BE+S”; 10μg/0,1ml s.c. e 0,2 ml i.p.) ou benzoato de estradiol e LY235959, 

antagonista específico dos receptores do tipo NMDA para o glutamato 

(“BE+LY235959”; 10μg/0,1ml s.c. e 3mg/Kg i.p.). Todas as injeções foram feitas ao 

longo de 4 dias. Cinco horas após a última injeção, os animais foram anestesiados e 

submetidos à técnica de Golgi do tipo “single-section”. Os encéfalos foram seccionados 

 



 10

em vibrátomo e os cortes foram colocados, após fixação, em solução de bicromato de 

potássio e, a seguir, em nitrato de prata. Neurônios bem impregnados e 

indubitavelmente presentes na AMePD foram selecionados para estudo. Os espinhos 

presentes nos primeiros 40 μm dendríticos foram desenhados com auxílio de uma 

câmara clara acoplada a microscópio óptico em aumento de 1000X. Cada animal teve 8 

ramos dendríticos selecionados, um por neurônio diferente, perfazendo 48 ramos ao 

total em cada grupo experimental. Os valores obtidos foram submetidos à análise de 

variância (ANOVA) de uma via e ao teste post hoc de Bonferroni (primeiros 3 grupos) 

ou ao teste “t” de Student não-pareado (últimos 2 grupos), ambos com α = 5%. Os 

resultados indicaram que as ratas que foram ovariectomizadas e tratadas com O, BE e 

BE+P apresentaram uma diferença estatisticamente significante entre si [F(2,143) = 

104,24; p < 0,001]. Os grupos BE e BE+P (média ± epm = 1,91 ± 0,04 e 2,67 ± 0,05, 

respectivamente) apresentaram maior densidade de espinhos dendríticos na AMePD 

quando comparados ao grupo controle injetado com óleo (1,60 ± 0,05; p < 0,001). 

Adicionalmente, nos grupos BE+S e BE+LY235959, a densidade de espinhos 

dendríticos diminuiu no grupo que recebeu o antagonista dos receptores do tipo NMDA 

(2,02 ± 0,04) em relação ao que recebeu salina (2,15 ± 0,04; p = 0,04). O presente 

estudo sugere que a densidade de espinhos dendríticos na AMePD é afetada pelos 

hormônios gonadais femininos, sendo que a progesterona potencializa o efeito do 

estradiol. De forma muito interessante, a ação do estradiol parece ocorrer, pelo menos 

em parte, pela interação com receptores do tipo NMDA. Esses resultados podem 

contribuir para o entendimento da plasticidade morfológica e sináptica representada pela 

densidade de espinhos dendríticos na AMePD, a qual parece ser mediada pelos 

esteróides sexuais e em área do sistema nervoso relacionada com a modulação de 

comportamento reprodutivo feminino. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Amígdala 

 

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

se situam no lobo temporal, lateral ao hipotálamo e ventral ao estriado, no encéfalo de 

mamíferos. Em primatas, é caracterizada como uma massa ovóide de substância 

cinzenta, localizada na porção terminal e rostral da formação hipocampal, tendo como 

limite anterior o corno temporal do ventrículo lateral (ALHEID et al., 1995; de 

OLMOS, 1999). Em ratos, é formada por núcleos e subnúcleos que formam uma 

complexa rede estrutural inter-relacionada e multifuncional, uma vez que está envolvida 

na modulação de diversos comportamentos e ajustes vegetativos (ALHEID et al, 1995; 

EVERITT, 1995; SWANSON; PETROVICH, 1998; RASIA-FILHO et al., 2000; de 

OLMOS et al., 2004).  

 

O termo amígdala foi empregado, primeiramente, para se referir a uma região 

do cérebro de mamíferos formada por um conjunto de núcleos em forma de 

amêndoa, de onde surgiu seu nome (conforme SWANSON; PETROVICH, 1998). 

Foram os estudos de Johnston, Humphrey e Crosby, como descrito em Kamal e 

Tömböl (1975), os primeiros a descrever que a estria terminal representaria a maior 

via de ligação entre a amígdala e as regiões médio-basais do telencéfalo, sobre a 

organização citoarquitetônica da amígdala na escala evolucionária e suas divisões. 
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Esses mesmos autores sugeriram que a amígdala estaria dividida em uma região 

corticomedial e outra basolateral. A primeira constituída pelos núcleos central, 

medial e cortical, representando a área filogeneticamente mais antiga dessa região 

nuclear; e a segunda, composta pelos núcleos basal e lateral, representando a região 

mais recente na escala evolutiva. Além desses núcleos, existiria um terceiro grupo, 

denominado de amígdala anterior, do qual fazem parte os núcleos laterais do trato 

olfativo, áreas de transição e núcleos não classificados. Estudos mais recentes sobre a 

divisão da amígdala de ratos apresentam-na dividida em quatro regiões, segundo a 

sua citoarquitetura, hodologia e função, que são: 1) amígdala “expandida”, 

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

pelos núcleos medial (AMe) e central (ACe). A AMe, por sua vez, poderia ser 

composta por dois circuitos funcionalmente diferentes, associados com as divisões 

anterior e posterior do núcleo medial, e que se diferenciaria também por distintas 

presenças de neurotransmissores (NEWMAN, 1999); 2) amígdala com características 

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

olfativas e vomeronasal; 3) área de transição, localizada entre a porção ventral dos 

núcleos da base e a amígdala “expandida”; e 4) núcleos ainda não classificados, 

constituídos por um grande grupo de células dispersas na substância branca e no 

interior do núcleo próprio da estria terminal (ALHEID et al., 1995; de OLMOS et al., 

2004).  

  

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

uma unidade funcional nem estrutural, mas sim é definida como um conjunto 

heterogêneo de grupos celulares nos hemisférios cerebrais (SWANSON; PETROVICH, 

1998; PETROVICH et al., 2001). Atribui-se à amígdala de ratos diversas funções, tais 
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como: respostas a estímulos gerados por medo e ansiedade, percepções de estímulos 

olfativos e hormonais, modulação do comportamento reprodutivo e participação na 

aquisição do aprendizado e da memória condicionada (RASIA-FILHO et al., 1991; 

KLING; BROTHERS, 1992; LeDOUX, 1992; EVERITT, 1995; KONDO; ARAI, 1995; 

WOOD; NEWMAN, 1995; QUIRK et al., 1995; GUILLAMÓN; SEGOVIA, 1997; 

SWANSON; PETROVICH, 1998; DAVIS, 2000; PITKÄNEN et al., 2000). Para 

participar dessas atividades, ela possui a capacidade de receber diferentes informações 

sensoriais, tanto interoceptivas (viscerais) quanto exteroceptivas (estímulos olfativos, 

auditivos e visuais), que acabam por modificar sua atividade e estimular diversas 

regiões do sistema nervoso central (SNC) em resposta ao estímulo inicial (KLING; 

BROTHERS, 1992; LeDOUX, 1992; QUIRK et al., 1995; DAVIS, 2000). Assim, a 

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

modulando o comportamento social e conjugando-o com alterações vegetativas e 

neuroendócrinas. Para avançar este conhecimento, é preciso que sejam detalhados os 

papéis dos subnúcleos que a compõe. 

 

Em ratos, alguns subnúcleos da amígdala são sexualmente dimórficos. Tal 

característica pode ser evidenciada na comparação entre a área total da AMe de machos 

e fêmeas, sendo maior nos primeiros (NISHIZUKA; ARAI, 1981 a; NISHIZUKA; 

ARAI, 1982; MIZUKAMI et al., 1983; HINES et al.; 1992; MALSBURY; McKAY, 

1994). Este dimorfismo está na dependência da ação dos hormônios gonadais em ambos 

os sexos (NISHIZUKA; ARAI, 1981a, 1981b; NISHIZUKA; ARAI, 1982; 

MIZUKAMI et al., 1983; GOMEZ; NEWMAN, 1991; RASIA-FILHO et al., 1999, 

2002.). A AMe, junto com outras estruturas do SNC, apresenta neurônios com 

características morfológicas variadas e que apresentam receptores para hormônios 
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gonadais amplamente distribuídos em seus subnúcleos (SAR; STUMPF, 1973; 

SHERIDAN, 1979; SIMERLY et al., 1990; LI et al., 1997; ÖSTERLUND, 1998). Esses 

hormônios, devido a sua capacidade de gerar alterações nos circuitos neurais, 

influenciam a plasticidade do SNC e causam alterações morfológicas nos neurônios e 

nas células gliais (NISHIZUKA; ARAI, 1982; ARNOLD; BREEDLOVE, 1985; 

ARNOLD; JORDAN, 1988; RASIA-FILHO, 1999), o que, em parte, será descrito com 

mais detalhes a seguir. 

 

 

Amígdala Medial 

Localização, Divisão e Hodologia 

 

 A AMe é um dos núcleos superficiais do complexo amigdalóide, ocupando seu 

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

justaposição à superfície lateral de fibras que ascendem pelo trato óptico (ALHEID, et 

al., 1995). Inicia medialmente e posteriormente ao núcleo do trato olfativo, estendendo-

se caudalmente até o surgimento do corno temporal do ventrículo lateral. Neste nível, 

ela situa-se dorso-medialmente ao pólo cefálico da área de transição amígdalo-

hipocampal, formando a região medial da parede anterior desta porção do ventrículo. 

Ao longo de toda sua extensão, a AMe encontra-se lateralmente e em íntimo contato 

com a região ventro-lateral do trato óptico, separada por região com células esparsas 

dentro do feixe de axônios eferentes do núcleo próprio da via olfativa acessória 

(SCALIA; WINANS, 1975, NISHIZUKA; ARAI, 1983). Seu limite rostral com a 

amígdala anterior e lateralmente com as camadas profundas do núcleo cortical anterior 
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não estão claramente definidos (ALHEID; HEIMER, 1988; ALHEID et al., 1995; 

PITKÄNEN, 2000). 

  

Dorso-lateralmente, a AMe é separada da porção medial da ACe por uma região 

pobre em células, a qual é substituída mais ventralmente e caudalmente pelo núcleo 

próprio da estria terminal (ALHEID et al., 1995). Caudalmente, o grupo de núcleos 

intercalados da amígdala separa a AMe da amígdala basolateral (AMBl). Também 

caudalmente, mas em posição dorsal, grupos de fibras que ascendem pela estria terminal 

são interpostos entre a AMe e outros núcleos amigdalóides (ALHEID et al., 1995; 

PAXINOS; WATSON, 1998). 

 

 Na literatura, a AMe tem sido dividida em subnúcleos de diversas maneiras, 

segundo critérios de diversos autores. Pitkänen (2000) divide-a em três regiões: rostral, 

central (porção dorsal e ventral) e caudal. Alheid et al. (1995), Paxinos e Watson (1998) 

e de Olmos et al. (2004) dividem-na nos subnúcleos ântero-dorsal (AMeAD), ântero-

ventral (AMeAV), póstero-dorsal (AMePD) e póstero-ventral (AMePV; Figura 1). E, 

em função de suas conexões, ela pode estar organizada em uma região anterior, da qual 

fazem parte a AMeAD, a AMeAV e a AMEPV, e uma região posterior, formada 

basicamente pela AMePD (CANTERAS et al., 1995). 

  

A neurogênese na AMe em ratos ocorre até aproximadamente o 16o dia de vida 

intra-uterina. É interessante que ela se inicia antes nas regiões anterior e ventral, o que 

provavelmente se relaciona com o estabelecimento de conexões com o sistema olfativo  
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-3,30 mm 

-3,14 mm 

-2,80 mm 

-2,56 mm 

-2,30 mm 

-2,12 mm 

-1,80 mm 

Figura 1. Representação esquemática de cortes coronais do encéfalo do rato onde se pode 
observar os quatro subnúcleos da AMe: AMeAD (em amarelo), AMeAV (em azul), AMePD 
(em vermelho) e AMePV (em verde). Valores em mm referentes à distância posterior ao 
bregma. Figuras e abreviaturas baseadas no atlas do encéfalo do rato de Paxinos e Watson 
(1998), equivale às figuras 25 a 31 deste atlas. As imagens correspondente à AMePD serão 
mais detalhadas na figura 2 adiante. 
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(BAYER, 1980). Baseado nisso, Wood e Newman (1995) propuseram que a região 

anterior da AMe estaria sendo influenciada principalmente por informações olfativas; e  

a região posterior, pelos hormônios gonadais, embora essa divisão anátomo-funcional 

não seja absolutamente rígida. Isso porque há receptores para esteróides sexuais e 

conexões sinápticas recíprocas bem documentadas entre todas as subregiões da AMe 

(SIMERLY et al., 1990; WOOD; NEWMAN, 1995; LI et al., 1997; SHUGHRUE et al., 

1997; OSTERLUND, 1998; PITKÄNEN, 2000). Ademais, a distribuição de receptores 

para hormônios sexuais na AMe não é uniforme. Neurônios com receptores para 

andrógenos estão presentes em todos os seus subnúcleos, porém sua concentração maior 

é observada da parte média à posterior da AMe (SHERIDAN, 1979). Neurônios com 

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

(SIMERLY et al., 1990; LI et al., 1997; ÖSTERLUND, 1998), mas também há 

descrições da presença desses receptores tanto na AMeAD como na AMePV (LI et al., 

1997; SHUGHRUE et al., 1997; ÖSTERLUND, 1998), sendo que a quantidade de 

receptores para estrógenos na AMePD chega a ter a mesma intensidade que no 

hipotálamo (SIMERLY et al., 1990). Receptores de progesterona também já foram 

relatados na AMe (McEWEN et al., 1983; KATO, 1985; SAR, 1988, ROMANO et al., 

1989; HAGIHARA et al., 1992; De VRIES; SIMERLY, 2002). Cerca de 80 a 90% dos 

neurônios na AMePD que possuem receptores para estrógenos também possuem para 

andrógenos (GRECÓ et al., 1998). 

 

A AMePD possui várias aferências que advêm de diferentes regiões do encéfalo. 

Dentre as aferências mais importantes, estão as hipotalâmicas (da área hipotalâmica 

anterior, área pré-óptica medial (MPOA) e lateral e núcleo arqueado, núcleos 

dorsomedial, hipotalâmico posterior, lateral, pré-mamilar, supraóptico, tuberal e 
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ventromedial), as do córtex cerebral (da área pré-límbica, córtex entorrinal, infralímbico 

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

paraventricular e posterior, dentre outros), as do tronco encefálico (principalmente do 

núcleo dorsal da rafe e núcleo parabraquial), do sistema olfativo (do córtex piriforme, 

bulbo olfativo acessório e núcleo endopiriforme) e de outras regiões distintas, como, por 

exemplo, do núcleo da faixa diagonal de Broca, do núcleo próprio da estria terminal e 

da substância inominata. Além destas, existem também as aferências intra-

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

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

amigdalóides são exemplificadas pelas provenientes do córtex periamigdalóide, núcleo 

basal acessório, cortical posterior e núcleo do trato olfativo lateral (McDONALD, 

1998). Em relação às eferências da AMePD (tema principal desta dissertação), dentre as 

mais importantes e significativas estão as hipotalâmicas (para o núcleo hipotalâmico 

periventricular ântero-ventral, MPOA e núcleo pré-mamilar, entre outros), as corticais 

(principalmente para a área entorrinal lateral, área de transição pós-piriforme, área CA1 

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

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

núcleo próprio da estria terminal (parte ântero-dorsal e posterior principal) e para a 

substância inominata, principalmente. Ademais, existem também as eferências intra-

amigdalóides onde, dentre elas, destacam-se aquelas para o núcleo central, cortical 

póstero-lateral e póstero-medial (CANTERAS et al, 1995). 
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Funções da AMe 

 

 A AMe tem sido descrita como uma região envolvida na modulação da 

memória em condicionamentos Pavlovianos clássicos e de aprendizado onde o 

componente emocional esteja envolvido (ALLEN; ALLEN, 1974; AGGLETON; 

BLINT, 1989; SHINDOU et al., 1993; CANTERAS et al., 1995; WATANABE et al., 

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

observado em testes de esquiva inibitória (ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996), nas 

respostas neuroendócrinas a um evento estressor (McGAUGH, 1992; LU et al., 1995; 

DAYAS et al., 1999) e em uma série de testes de comportamentos sociais, tais como o 

agressivo (SLODDART-APTER et al., 1980; VOCHTELOO; KOOLHAAS, 1987; 

SIEGEL, 1990; HINES et al., 1992; DIELENBERG et al., 2001), defensivo (SHAIKH 

et al., 1993; BOLHUIS, 1984), sexual (RASIA-FILHO et al., 1991; KONDO, 1992; 

WONG et al., 1993; MEISEL; SACHS, 1994; KONDO; ARAI, 1995; NEWMAN, 

1999; DOMÍNGUEZ; HULL, 2001, BREIGEIRON et al. 2004) e maternal (NUMAN et 

al., 1993; MORGAN et al., 1999; SHEEHAN et al., 2000).  

   

A AMe, associada à AMBl, está relacionada à indução da formação da memória 

modulada pelos glicocorticóides (ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996). Isto é 

observado quando situações emocionais, tais como a exposição do animal a seu 

predador natural, iniciam uma seqüência de eventos fisiológicos envolvendo a liberação 

de hormônios advindos da medula da adrenal (como a epinefrina) e a ativação do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenocortical (HPA), resultando em aumento de corticosterona em 

circulação sangüínea (ROOZENDAAL; McGAUGH, 1996). Muitos estudos têm 

determinado que glicocorticóides modulam os processos de memória em animais 
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treinados em uma variedade de testes de aprendizado (BOHUS; de KLOET, 1991; 

MITCHELL; MEANEY, 1991). Esta modulação se dá por dois sistemas de receptores 

para corticosterona: os mineralocorticóides e os glicocorticóides (de KLOET et al., 

1988; de KLOET, 1991). A AMe, a ACe e a AMBl apresentam alta densidade desses 

dois receptores (ALLEN; ALLEN, 1974) e acredita-se que, por isto, tais regiões estejam 

relacionadas a esse tipo de processo mnemônico. 

  

A AMe possui um grande envolvimento nas atividades neuroendócrinas 

hipotalâmicas durante uma resposta emocional. Em roedores, as respostas do eixo HPA 

para o estresse são seguidas pela ativação de células secretórias de ocitocina, um dos 

hormônios relacionados com o estresse (MIYATA et al., 1995). Lesões excitotóxicas na 

AMe de ratos suprimiram respostas do eixo HPA quando esse animais foram expostos a 

um efeito estressor (isolamento) bloqueando, também, a neurosecreção de ocitocina nos 

núcleos supra-óptico e paraventricular. Os achados desse estudo demonstraram que a 

AMe é o primeiro local, dentro da amígdala, responsável pelo controle do HPA e pelas 

respostas secretórias ocitocinérgicas frente a um evento estressor emocional 

incondicionado (DAYAS et al., 1999). 

 

O aprendizado modulado pela AMe está relacionado a estímulos olfativos 

(HINES et., 1992; McGAUGH, 1992; HESS et al., 1997). Nos estudos onde foram 

comparados diferentes estágios da discriminação do aprendizado olfativo em ratos foi 

detectado um aumento da proteína Fos neste núcleo durante a exploração genital inicial 

feita pelo macho em fêmeas. No entanto, durante treino da discriminação olfativa, a 

expressão de Fos na AMe mostrou-se baixa em comparação a outros núcleos 

amigdalóides. Pode-se observar com isso que a ativação de AMe se alterna, 
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comparativamente a outros núcleos amigdalóides, conforme a demanda da tarefa e os 

estágios de aprendizado (HESS et al., 1997). 

 

Além do envolvimento em respostas ao estresse, em gatos e ratos está bem 

estabelecido o papel da AMe na regulação do comportamento agressivo e defensivo 

relacionado com informações sensoriais olfativas (KOOLHAAS et al., 1980; 

SLODDART-APTER et al., 1980; SIEGEL et al., 1986; BLOCH; GORSKI, 1988; 

SIEGEL; BRUTUS, 1990; DIELENBERG et al., 2001). Por exemplo, ratos com lesão 

eletrolítica bilateral da AMe e colocados em uma caixa para disputa de território, 

apresentaram diminuição do comportamento agressivo quando comparados aos 

controles (VOCHTELOO; KOOLHAAS, 1987). Em outros modelos experimentais, 

onde o comportamento defensivo foi desencadeado pelo odor de um predador (como 

por exemplo, o cheiro de um gato quando colocado próximo ao rato), somente a 

AMePV parece estar envolvida (SHEEHAN et al., 2000). Onde, porém, o odor não é o 

fator preponderante a ser testado, regiões envolvidas nas respostas de ansiedade, como a 

ACe, AMBl e outros subnúcleos da AMe, como a AMePD, podem estar ativadas 

(DIELENBERG et al., 2001). Sabe-se que, em ratos, a AMe constitui o primeiro 

componente facilitatório do sistema límbico para a expressão do componente defensivo 

e para ataque predatório (SHAIK et al., 1993). Esta função foi observada quando a AMe 

e o hipotálamo medial e lateral foram estimulados eletricamente. Como resultado, 

concluiu-se que a AMe gera importante aferência monossináptica excitatória ao 

hipotálamo medial, promovendo a expressão do comportamento agressivo (CUELLO; 

KANAZAVA, 1978; McLEAN et al., 1985; HARLAN et al., 1989; SWANN; 

NEWMAN, 1992). 
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Ademais, o controle do comportamento reprodutivo também envolve a AMe de 

machos e fêmeas e, acredita-se que isto ocorra possivelmente a partir de estímulos 

olfativos (KLING; BROTHERS, 1992; KONDO; ARAI, 1995). Em ratos, aferências 

quimiossensoriais do bulbo olfativo e do órgão vomeronasal (LEHMAN; WINANS, 

1982; KONDO, 1992; WONG et al., 1993; KONDO; ARAI, 1995; DOMÍNGUEZ; 

HULL, 2001) projetam-se para a AMe. Esse núcleo, por sua vez, processa tais 

informações olfativas e envia-as para áreas motoras e neuroendócrinas do telencéfalo 

basal, para a MPOA e outros núcleos hipotalâmicos e, também, para o tronco encefálico 

(LEHMAN; WINANS, 1982; CANTERAS et al., 1995; KONDO; ARAI, 1995; 

WOOD, 1997; DOMÍNGUEZ; HULL, 2001; PETROVICH et al., 2001). De fato, 

hamsters machos que sofreram lesão na AMe perderam o comportamento de 

acasalamento e diminuíram sua investigação olfativa direcionada aos genitais das 

fêmeas (LEHMAN; WINANS, 1982; TAKAHASHI; GLADSTONE, 1988). Já ratas 

submetidas à lesão na AMePD, que quando colocadas junto a ratos, mostraram redução 

da ocorrência de atividade pré-copulatória (exploração olfativa) e aumento na duração 

da cópula. Após a cópula, elas buscavam menos freqüentemente seus companheiros de 

acasalamento quando comparadas às ratas submetidas à lesão fictícia. Tais fêmeas 

foram colocadas também junto a outras lesadas e apresentaram diminuição do 

comportamento ofensivo dentro de seu grupo e direcionado aos animais controle 

(LEHMAN; WINANS, 1982). Sugeriu-se, assim, que lesões na AMe causam alterações 

significativas nos modelos de respostas sociais e sexuais em ratas, o que reforça a 

sugestão de que a AMe poderia ser um componente neural do sistema de regulação do 

comportamento copulatório de ratas (VOCHTELOO; KOOLHAAS, 1987; 

TAKAHASNI; GLADSTONE, 1998). 
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Em ratos, a AMe facilita as respostas aos estímulos sexuais. Lesões nesta área de 

machos afetaram o comportamento sexual, produzindo diminuição na freqüência de 

ejaculações, aumento do número de intromissões precedendo a primeira ejaculação e 

aumento do intervalo entre as intromissões, quando comparados a animais não 

lesionados (KONDO, 1992; MEISEL; SACHS, 1994). Estudos mais detalhados 

sugerem que os subnúcleos da AMe são capazes de apresentar diferentes papéis na 

regulação do comportamento sexual masculino (NEWMAN, 1999; DOMÍNGUEZ et 

al., 2001; de CASTILHOS et al., artigo submetido). E isto ficou caracterizado quando 

ratos, com lesão na AMePD, reduziram o comportamento copulatório e a ereção 

peniana desencadeada pelo odor da fêmea em estro (KONDO et al., 1999). Por outro 

lado, a investigação olfativa genital, realizada por machos nas fêmeas, leva a um 

aumento na ativação da proteína Fos na AMePD e na divisão medial da AMBl 

(COOLEN et al., 1997). A proteína Fos também se mostrou aumentada na AMePD de 

ratos após a ejaculação (COOLEN et al., 1997). Torna-se congruente, portanto, o fato de 

que ratos com lesão da AMePD apresentaram decréscimo na investigação genital e um 

aumento na latência para ejaculação e intromissões precedendo a primeira ejaculação 

(NEWMAN, 1999; DOMÍNGUEZ et al., 2001).  

 

Foi descrito por Newman (1999) que células pertencentes ao circuito que incluía 

a AMeAD e a porção intermediária do núcleo próprio da estria terminal (BNSTi), assim 

como a porção central da AMePD (AMePDc) e a porção póstero-medial do núcleo 

próprio da estria terminal (BNSTpm), apresentaram aumento na produção da proteína 

Fos de forma diferenciada após comportamentos sociais variados. Ratos com lesão da 

AMeAD diminuíram suas atividades copulatórias e de investigação olfativa, enquanto 

neurônios da AMeAD e BNSTi mostraram aumento generalizado e equivalente na 
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produção de Fos após acasalamento e encontro agressivo entre machos. Grupamentos de 

células na AMePDc e BNSTpm exibiram aumento da imunoreatividade à proteína Fos 

relacionada à percepção de feromônios ou após ejaculações, isto de forma mais intensa 

na parte mais lateral da AMePD (NEWMAN et al., 1999; COOLEN et al., 1997). 

 

 Também no comportamento maternal observou-se o envolvimento da AMe 

quando tal atividade foi desencadeada por estímulos olfativos e sensoriais. O 

comportamento maternal depende de sinais olfativos que ativam a AMe durante a 

interação da mãe com os filhotes (NUMAN et al., 1993; FLEMING et al., 1994). Ratas 

com lesão na AMe reduzem seu contato com sua própria prole, enquanto que a 

exposição da mãe ao filhote induz a ativação da proteína Fos nesta região 

(KIRKPATRICK et al., 1994a; 1994b). Estimulação de abrasamento (um dos 

procedimentos que serve para gerar aumento de atividade neural e sináptica) na 

amígdala é capaz de gerar concomitantemente agressão, rejeição aos filhotes, ansiedade 

e também inibir a ocorrência do comportamento maternal em ratas (BAWDEN; 

RACINE, 1979; ADAMEC, 1991). Baseado nisso, há indícios que a AMe de roedores, 

onde o sistema de transmissão vomeronasal é modulado por neurônios sensíveis a 

estrógenos e a andrógenos, faça parte de um sistema integrado que controla o 

comportamento maternal e sexual de machos e fêmeas (HINES et al., 1992). E sendo 

assim, a AMe apresenta um papel inibitório sobre o comportamento maternal de ratas. 

Essa inibição envolve projeções da AMe para os núcleos hipotalâmicos anterior e 

ventromedial, de forma direta ou indireta, em um circuito neural que inibe o 

comportamento maternal pelo processamento de informações olfativas (SHEEHAN et 

al., 2001). De fato, a AMePD e regiões hipotalâmicas mediais são apontadas como as 

principais áreas moduladoras desse comportamento em experimentos usando a proteína 
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Fos para identificar regiões encefálicas mais ativadas pela exposição de ratas nulíparas a 

filhotes de outras ratas (SHEEHAN et al., 2000). Estudos subseqüentes, no entanto, 

apontam também a AMePV e o hipotálamo anterior como as áreas igualmente 

envolvidas nesta inibição (SHEEHAN, et al., 2001). 

  

  É muito importante também ressaltar que um dos principais papéis funcionais 

das projeções da AMePD para o núcleo hipotalâmico ântero-ventral periventricular 

(AVPV) é a regulação da liberação do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH), 

imprescindível para o ciclo reprodutivo (SIMERLY, 1998). Recentemente, Newman 

(1999) sugeriu que as conexões neuronais e sua sensibilidade aos hormônios sexuais são 

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

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

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

ventromedial do hipotálamo (VMN), AVPV, MPOA e núcleo arqueado. Sendo assim, 

as conexões da AMePD com os núcleos hipotalâmicos podem regular a liberação do 

GnRH (KALRA, McCANN, 1975; SIMERLY, 1998; ETGEN et al., 1999) e/ou 

diminuir a ocorrência de comportamento defensivo e modular a receptividade sexual 

feminina.  

 

 

Citoarquitetura da AMe e Estrutura Neuronal 

 

 A morfologia dos neurônios da AMe tem sido estudada pelo método de Golgi, 

técnica que quando bem sucedida, impregna corpo celular, axônio, dendritos e espinhos 

de aproximadamente 1-10% de todos os neurônios de uma determinada região do 
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sistema nervoso central (RAMÓN Y CAJAL, 1909; VALVERDE, 1962; SCHEIBEL, 

1978; WOOLLEY; McEWEN, 1993; RASIA-FILHO et al., 1999, 2004). Por meio 

dessa técnica, foram estudados neurônios da AMe de gatos (HALL, 1972; TÖMBÖL; 

SZAFRANSKA-KOSMOL, 1972; PRICE, 1987), cães (MUKHINA; LEONTOVICH, 

1970), camundongos (VALVERDE, 1962) e ratos (YU, 1969; de OLMOS et al., 1985; 

PRICE, 1987). Nesses estudos foram observadas semelhanças histológicas nas células 

da AMe das diferentes espécies e a presença de um tipo celular apenas, ou seja, 

neurônios multipolares, sendo eles muito parecidos ao principal tipo celular encontrado 

na subdivisão medial da ACe (KAMAL; TÖMBÖL, 1975; McDONALD, 1992). 

 

 Os neurônios multipolares da AMe são de tamanho pequeno (corpos celulares 

com 8-10 μm de diâmetro) ou médio (corpos celulares com 10-15 μm de diâmetro; 

McDONALD, 1992; RASIA-FILHO et al., 1999) ou uniformemente pequenos 

(KAMAL; TÖMBÖL, 1975; GOMEZ; NEWMAN, 1991), havendo ainda a 

possibilidade de se encontrar células grandes em direção à porção rostro-dorsal deste 

núcleo (ALHEID et al., 1995). Seus corpos celulares podem ser ovais (McDONALD, 

1992) ou fusiformes (KÄMAL; TÖMBÖL, 1975; GOMEZ; NEWMAN, 1991).  

 

Os subnúcleos AMeAV e AMePD caracterizam-se por apresentar denso 

conjunto de células de tamanho médio, enquanto a AMeAD e AMePV apresentam 

células isomórficas. A AMePD, particularmente no sentido dorso-ventral, apresenta 

células que se distribuem em três colunas orientadas paralelamente em relação a sua 

superfície medial. A primeira coluna é a coluna superficial ou coluna medial 

(AMePDm), sendo formada por células agrupadas e de tamanho médio, a segunda 

coluna está arranjada de modo a constituir uma coluna intermediária de células também 
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de tamanho médio (AMePDi; ALHEID et al., 1995). A terceira coluna é a mais 

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

tamanho médio densamente agrupadas, mas menores com relação à primeira coluna 

(ALHEID et al., 1995; de OLMOS et al., 2004). Como anteriormente descrito, a AMe é 

envolta, medialmente e ventralmente, por uma camada distinta de células mais 

dispersas, denominada originalmente de camada molecular (NISHIZUKA; ARAI, 

1983), mas que constitui eferência da via olfativa acessória (SCALIA; WINANS, 

1975). 

 

Nos casos em que axônios dos neurônios da AMe foram impregnados pela prata 

em toda sua extensão foi observado que eles se dirigiam medialmente em direção à 

própria AMe ou em direção à estria terminal (TÖMBÖL; SZAFRANSKA-KOSMAL, 

1972; KAMAL; TÖMBÖL, 1975). Também é característico dos axônios dos neurônios 

da AMe seguir um curso sinuoso e originar ramos colaterais, com poucas ramificações 

que são distribuídos nas proximidades de seus corpos celulares. Esses axônios entram 

na estria terminal, e, por esta razão, os neurônios têm sido classificados como de 

projeções longas (VALVERDE, 1962; KÄMAL; TÖMBÖL, 1975). Além de seguirem 

para a estria terminal, esses axônios dirigem-se para a “ansa peduncularis”. Essas 

projeções, especificamente as da porção posterior da AMe, que terminam na área medial 

da região posterior do núcleo próprio da estria terminal são conexões densas e 

bidirecionais (VALVERDE, 1962; CANTERAS et al., 1995). Botões terminais com 

vesículas sinápticas do tipo achatadas foram observados nos axônios dos neurônios da 

AMe de gatos. Tanto a AMe quanto a ACe apresentaram numerosos botões sinápticos 

com este tipo de vesículas. Os botões terminais eram freqüentemente grandes, e, 
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ocasionalmente, muito alongados e as vesículas eram densamente distribuídas, algumas 

ovais, outras esféricas (NARKIEWICZ et al., 1978). 

 

Neurônios multipolares do tipo bipenachado, com dois ramos dendríticos 

primários (FERNANDEZ-GALAZ et al., 1997) e do tipo estrelado, com três ou mais 

ramos dendríticos originados do soma neuronal, também foram descritos como 

característicos da AMeAD, AMePD e AMePV (RASIA-FILHO et al., 1999, 2004). As 

células bipenachadas usualmente apresentam dois dendritos primários os quais originam 

poucos ramos subseqüentes e se estendem a distâncias variadas dentro dos subnúcleos 

da AMe (MILHOUSE; de OLMOS, 1981; McDONALD, 1992; ALHEID et al., 1995). 

Os ramos dendríticos são descritos como sendo longos (GOMEZ; NEWMAN, 1991; 

McDONALD, 1992) ou de comprimento variável (NARKIEWICZ et al., 1978; RASIA-

FILHO et al., 1999), grossos, razoavelmente retilíneos e pouco numerosos. A esparsa 

arborização dendrítica é uma característica peculiar da AMe de forma geral, porém esta 

diferenciação não é válida quando se pretende distinguir esse núcleo da substância 

inominata, área amigdalóide anterior e da porção medial da ACe, pois os neurônios de 

todas essas regiões adjacentes são muito parecidos aos da AMe (McDONALD, 1992). 

Muitos dendritos da AMe estendem-se ao longo da superfície pial de uma maneira 

oblíqua ou perpendicular. Alguns deles, localizados na porção profunda, mais lateral da 

AMe, são orientados paralelamente às fibras da estria terminal adjacente, sendo que 

esses dendritos são geralmente de células bipenachadas. 

 

Historicamente, os dendritos têm servido para auxiliar na nomenclatura neuronal 

e apresentam uma função estrutural relacionada com a seleção e o estabelecimento de 

conexões sinápticas (JONES; COWAN, 1983). Seu papel na integração de sinais 
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elétricos, de forma passiva ou ativa recebe cada vez mais atenção (WOOLF et al., 1991; 

SHEPHERD, 1999; SEGAL; ANDERSEN, 2000). Os dendritos apresentam formas e 

tamanhos variados, estão presentes em todas as espécies animais que possuem sistema 

nervoso e continuam a se desenvolver após o nascimento de acordo com o 

estabelecimento dos circuitos neurais. A diversidade observada no padrão de 

excitabilidade dendrítica aumenta com a sua variação morfológica e pela distribuição 

espacial de seus canais iônicos com suas cinéticas de abertura e fechamento ou 

inativação. Algumas destas alterações são rápidas, outras são a longo prazo (HÄUSSER 

et al., 2001). A arborização dendrítica desempenha um papel chave na integração de 

entradas e saídas sinápticas com a atividade própria do neurônio. O padrão de 

arborização dendrítica pode refletir a atividade sináptica da célula nervosa, como, por 

exemplo, arborizações amplas significam uma maior superfície disponível para contatos 

sinápticos para o neurônio, ou, alternadamente, dendritos de menor diâmetro podem 

representar maior resistência para propagação de impulsos nervosos (KOCK; ZADOR, 

1993; SHEPHERD, 1999; HÄUSSER et al., 2000; SEGAL; ANDERSEN, 2000). 

 

Os dendritos podem apresentar protusões membranosas denominadas de 

espinhos que, conjuntamente, influenciam a atividade celular. O espinho dendrítico 

clássico é caracterizado por uma cabeça bulbosa que está conectada ao dendrito por um 

pescoço fino. Esta cabeça pode conter algumas estruturas especializadas como 

microfilamentos de actina (MATUS et al., 1982; CAPANI et al., 2001), retículo 

endoplasmático liso (REL; SPACEK; HARRIS, 1997) e o dito “aparato do espinho” 

(GRAY; GUILLERY; 1963) que consiste de dois ou mais discos de REL separados por 

um material elétron-denso (WESTRUM et al., 1980; CAPANI et al., 2001). Uma 

característica peculiar dos espinhos dendríticos é a sua variabilidade morfológica. Por 



 30

isso, eles foram divididos em várias categorias segundo sua forma. A nomenclatura 

mais comumente utilizada, consolidada por Peters & Kaserman-Abramof (1970), divide 

os espinhos em três categorias principais baseadas essencialmente nos tamanhos 

relativos da cabeça e do pescoço: “mushroom spines”, ou espinhos em forma de 

cogumelo, com uma cabeça grande e um pescoço fino; “thin spines”, ou espinhos 

delgados e que têm uma cabeça pequena e um pescoço fino; e, espinhos do tipo 

“stubby” que não possuem pescoço, estando sua cabeça diretamente ligada ao dendrito. 

Alguns outros autores incluem uma quarta categoria, o espinho em forma de filopódio 

(SKOFF; HAMBURGER, 1974).  

 

O espinho é uma estrutura especializada para a transmissão sináptica. Os 

receptores para diversos transmissores estão restritos à superfície do espinho e 

concentrados próximo aos elementos pré-sinápticos (NUSSER et al., 1998). Via de 

regra (e a exceção ocorre no bulbo olfativo, por exemplo), os espinhos dendríticos são 

referidos como especializações pós-sinápticas (BRADLEY et al., 1999) e constituem 

uma unidade de entrada para a atividade sináptica (WOOLF et al., 1991). São estruturas 

que desempenham papel essencial na transmissão sináptica rápida e em processos 

relacionados com a plasticidade nervosa tal como a atividade potencializada a longo 

prazo (LTP) ou diminuída a longo prazo (LTD), que podem ser as bases do aprendizado 

e da memória em diferentes áreas do SNC (KOCK; ZADOR, 1993; SHEPHERD, 

1996). Também apresentam função importante na regulação do cálcio intracelular, que é 

lançado para os ramos dendríticos após a atividade sináptica em situações fisiológicas, o 

que lhes confere propriedades neuroprotetoras para evitar que os níveis de Ca++ atinjam 

valores capazes de induzir morte celular não planejada (GUTHRIE et al., 1991; KOCK; 
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ZADOR, 1993; GOLD; BEAR, 1994; HARRIS; KATER, 1994; SEGAL, 1995a; 

1995b; SHEPHERD, 1996; KORKOTIAN; SEGAL, 1998). 

  

Alguns estudos de ultraestrutura considerando o aparecimento de sinapses nos espinhos 

dendríticos na AMePD sugerem que esses espinhos possam ter um importante papel 

excitatório (GRAY, 1959). Algumas vesículas elétron-lúcidas foram descritas contendo 

transmissores excitatórios (PETERS et al, 2001). Células imunorreativas ao glutamato 

foram encontradas na AMe de gerbilos machos (SIMMONS; YAHR, 2003), embora a 

quantidade de glutamato e aspartato nesse núcleo seja menor do que em outros núcleos 

amigdalóides (OTTERSEN et al., 1986; GLOOR, 1997). Por outro lado, também foram 

observados axônios terminais contendo vesículas elétron-lúcidas pleomórficas em 

sinapses simétricas na AMePD. De acordo com Peters e colaboradores (1991), esses 

axônios podem conter GABA, e estudos prévios já demonstraram a presença deste 

neurotransmissor na AMe de gatos (PARÉ; SMITH, 1993), de gerbilos (SIMMONS; 

YAHR, 2003) e de ratos (NITECKA; BEM-ARI, 1987; STEFANOVA, 1998; 

STEFANOVA; OVTSCHAROFF, 2000). Tanto as conexões da AMeAD com a região 

póstero-intermediária da estria terminal como a região póstero-medial da estria terminal 

formam um circuito que contém neurônios que produzem glutamato descarboxilase 

(GAD), enzima que converte glutamato em GABA (WONG; MOSS, 1992; 

WATANABE et al., 1995; STEFANOVA, 1998; OBERTO et al., 2001). A 

imunoistoquímica para GABA e a hibridização in situ para GAD revelaram uma banda 

densa de neurônios que se estendem ventralmente e ininterruptamente através dos 

núcleos caudado, putâmen, ACe e AMe, terminando ao longo da extremidade 

ventromedial do hemisfério cerebral. Isto levou alguns autores (SWANSON; 

PETROVICH, 1998) a presumir que a AMe deveria fazer parte de um circuito estriatal 
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ou fazer parte do que veio a se chamar de “amígdala expandida” (de OLMOS et al., 

1985; ALHEID, 1995; NEWMAN, 1999, 2002; de OLMOS et al., 2004; mas veja-se 

também CANTERAS et al., 1995).  

 

Vários outros transmissores químicos e neuromoduladores são encontrados na 

AMe, predominantemente na porção caudal da AMePD. Em ratos e hamsters, há 

neurônios que sintetizam substância P, arginina-vasopressina, colecistoquinina, 

encefalinas, somatostatina, ocitocina, angiotensina II, neurotensina, galanina, hormônio 

liberador de corticotrofina e GnRH (FRANKFURT et al, 1985; MALSBURY; McKAY, 

1987; MICEVICH, 1988; SWANN; ADAMEC, 1991; NEWMAN, 1992; 

MALSBURY; McKAY, 1994; De VRIES, 1995; LU et al., 1995; ECKERSELL; 

MICEVICH, 1997; HOLT, 1997; VEINANTE; FREUND-MERCIER, 1997; GLOOR, 

1997; NEWMAN, 1999; De OLMOS, 2004 BREIGEIRON et al., 2004). As células da 

AMePDc apresentam imunoreatividade característica para dopamina (ASMUS et al., 

1992), enquanto a AMePDi contém menor quantidade de ocitocina quando comparada 

às colunas medial e lateral desta subregião (VEINANTE; FREUND-MERCIER, 1997). 

É interessante que na AMePD seja observada a maior quantidade de neurônios 

expressando colecistoquinina, substância P e angiotensina II (LIND; GANTEN, 1990; 

SIMERLY et al., 1990). Essas diferenças neuroquímicas dos subnúcleos da AMe são 

indícios de que a inter-relação entre eles, e deles com outras regiões do SNC, podem ser 

distintas (CANTERAS et al., 1995; PITKÄNEN, 2000). 
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Importância do Estudo dos Espinhos Dendríticos sob Ação dos Hormônios 

Gonadais Femininos 

 

 A AMe, por ser uma área sexualmente dimórfica em ratos, apresenta diferenças 

morfológicas, neuroquímicas e nas conexões de seus neurônios quando se comparam 

machos e fêmeas. Igualmente, diferenças entre os sexos são encontradas na 

imunoreatividade para a proteína fibrilar ácida glial (GFAP) sendo maior em fêmeas do 

que em machos na AMePD e AMePV (RASIA-FILHO et al., 2002). Esse dimorfismo 

tem sido relacionado à ação dos hormônios gonadais, já que a AMe apresenta neurônios 

com receptores para esteróides sexuais (SIMERLY et al., 1990), como mencionado 

anteriormente. Isto é importante porque diferenças morfológicas nos neurônios, 

induzidas por hormônios gonadais, foram evidenciadas em algumas outras regiões do 

sistema nervoso, como, por exemplo, no VMN, que constitui uma importante estrutura 

na mediação do comportamento sexual de “lordose” em ratas e é dependente da ação 

seqüencial de estrógeno e progesterona durante o ciclo estral normal (FRANKFURT et 

al., 1990; WONG et al., 1993; MURPHY; SEGAL, 1996). Neste núcleo foi observada 

uma diminuição significativa na densidade de espinhos dendríticos nos neurônios de 

ratas ovariectomizadas. Submetidas à castração, as fêmeas apresentaram menor 

densidade de espinhos em dendritos primários quando comparadas a ratas 

ovariectomizadas mas tratadas com estrógeno, ou ovariectomizadas e tratadas com 

estrógeno e progesterona ou ainda, em ratas intactas não manipuladas 

experimentalmente (McEWEN, 1990). Ademais, a densidade de espinhos dendríticos 

em neurônios do VMN apresentou uma notável plasticidade quando se estudou sua 

variação ao longo do ciclo estral, sendo que na fase de diestro e pró-estro a densidade de 

espinhos foi significativamente menor do que nas demais fases (FRANKFURT et al., 
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1990). E o mesmo ocorreu nos dendritos das camadas lacunosa e molecular de 

neurônios piramidais da região CA1 hipocampal (WOOLLEY; GOULD; 

FRANKFURT; McEWEN, 1990). 

 

Variações morfológicas mediadas por hormônios gonadais também foram 

verificadas nos neurônios da AMe de ratas, onde foi observado que o tamanho deste 

núcleo (mas não área do corpo celular neuronal nas regiões anterior e posterior da 

AMe), o número de espinhos dendríticos e a quantidade de receptores nicotínicos para 

acetilcolina são maiores em machos do que em fêmeas (NISHIZUKA; ARAI, 1981a; 

ARIMATSU et al., 1981; HINES et al., 1992; RASIA-FILHO et al., 1999, 2004). Dessa 

forma, parece ser o neuropilo o local das mudanças morfológicas mediada pelos 

esteróides sexuais nos neurônios da AMe (RASIA-FILHO et al., 1999). Esses dados 

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

várias ações de acordo com sua hodologia, atividade elétrica, forma e propriedade 

intrínseca da membrana e que suas respostas aos hormônios gonadais podem alterar tais 

propriedades (WOOLLEY; McEWEN, 1993; EVERITT, 1995; RASIA-FILHO et al., 

1999). Por exemplo, essas modificações são ratificadas nos trabalhos onde neurônios do 

hipocampo dorsal ou do núcleo ventromedial do hipotálamo (VMN) tiveram 

modificadas as densidades de espinhos dendríticos após ovariectomia e / ou 

administração de hormônios gonadais em ratas adultas (FRANKFURT et al., 1990; 

WOOLLEY; McEWEN, 1993). Em níveis fisiológicos, a própria variação hormonal 

detectada durante o ciclo estral da rata é capaz de modificar a morfologia e a 

funcionalidade dos neurônios e dos astrócitos hipotalâmicos (GARCIA-SEGURA et al., 

1989; FRANKFURT et al., 1990). 
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Como os espinhos são considerados indicadores de atividade sináptica de um 

neurônio (PETERS, et al., 1991; SHEPHERD, 1996; SHEPHERD, 1999; KANDEL, 

2000) e sua distribuição, forma e tamanho estão diretamente relacionados com a função 

do neurônio (WOOLF et al., 1991), o estudo da densidade de espinhos na AMePD 

poderá ajudar a elucidar a atividade celular local. A densidade de espinhos dendríticos 

tanto no hipocampo quanto na AMe varia conforme as flutuações dos hormônios 

esteróides durante o ciclo estral (WOOLLEY et al., 1990; WOOLLEY, McEWEN, 

1993, RASIA-FILHO et al., 2004). Quando os hormônios ovarianos são removidos pela 

castração, a densidade de espinhos dendríticos nas células piramidais na região CA1 do 

hipocampo diminui, e esta diminuição nos espinhos pode ser prevenida ou revertida 

pelo tratamento com estradiol (WOOLLEY, McEWEN, 1993). Não há dados até o 

momento sobre o que ocorre na AMePD de fêmeas neste sentido. 

 

 Por fim, receptores glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) 

apresentam um papel fundamental no estabelecimento de conexões sinápticas 

apropriadas durante o desenvolvimento do SNC (CLINE et al., 1987; BEAR et al., 

1990; LAU et al., 1992; RABACCHI et al., 1992). Também é claro o fato de que 

mudanças na estrutura neuronal e no padrão de conectividade sináptica ocorre não 

somente no desenvolvimento, mas também no sistema nervoso adulto (ARNOLD; 

BREEDLOVE, 1985; GOULD et al., 1991; HORNER et al., 1993). Woolley e McEwen 

(1994) demonstraram que o estradiol induz mudanças na densidade de espinhos 

dendríticos no hipocampo de ratas castradas e que, algo muito interessante, tal alteração 

requer inicialmente ativação de receptores do tipo NMDA. Isto poderia indicar que 

parte das ações do estradiol ocorre por intermédio das conexões sinápticas feitas em 

CA1. Igualmente, não há, até o momento, estudos semelhantes a este de Woolley e 
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McEwen (1994) envolvendo a AMePD de ratas. Sabe-se que tal estrutura possui 

espinhos dendríticos que variam inversamente com os níveis hormonais durante o ciclo 

ovulatório normal (RASIA-FILHO et al., 2004), mas não há nenhum relato na literatura 

dos efeitos da ovariectomia e da reposição hormonal com estradiol e/ou progesterona 

sobre a densidade de espinhos dendríticos na AMePD. E nem se o aumento dos 

espinhos dendríticos depende da atividade de sinapses glutamatérgicas e de receptores 

do tipo NMDA na AMePD. E esse tipo de conhecimento é relevante face ao fato de que 

a AMePD é região sexualmente dimórfica, participa da modulação do comportamento 

sexual e maternal de fêmeas e da liberação de GnRH por influenciar a atividade de áreas 

hipotalâmicas, imprescindíveis para a fisiologia do comportamento reprodutivo 

feminino. 
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OBJETIVOS 

 

 

Gerais: 

 

Estudar a ação dos hormônios gonadais femininos na densidade de espinhos 

dendríticos, estudados pela técnica de Golgi, na AMePD de ratas ovariectomizadas e 

tratadas com estradiol e progesterona como terapia substitutiva. Busca-se também 

determinar se a ação do estradiol na indução da ocorrência de espinhos dendríticos está 

relacionada com a transmissão sináptica glutamatérgica via receptor do tipo NMDA. 

 

Específicos: 

 

Determinar a densidade de espinhos nos primeiros 40 μm dendríticos, por ser 

medida fidedigna deste parâmetro, nos neurônios da AMePD de ratas ovariectomizadas 

submetidas à terapia hormonal substitutiva com estradiol ou estradiol e progesterona, 

comparadas com grupo controle específico. 

 

Estudar se a ação dos hormônios gonadais sobre a densidade de espinhos 

dendríticos na AMePD é dependente de receptores do tipo NMDA, utilizando-se um 

antagonista competitivo (LY235959) desses receptores em conjunto com a terapia 
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hormonal substitutiva com estradiol e comparando seu resultado com seu respectivo 

grupo controle. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Animais 

 

Foram utilizadas ratas Wistar virgens e adultas (n = 30), com 3-5 meses de 

idade, obtidas no biotério do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da UFRGS. As 

fêmeas foram mantidas em grupos (no máximo cinco por caixa padrão) com livre 

acesso à água e comida. A temperatura foi mantida em torno de 20º C e em ciclo 

claro/escuro de 12 h cada (ciclo claro iniciando às 9 h). Todos os esforços foram feitos 

para minimizar o número de animais empregados ou seu sofrimento ao longo de todo o 

experimento, guardada a variabilidade dos resultados inerente à técnica de Golgi 

empregada. Foram também seguidas todas as normas nacionais e internacionais para 

experimentação animal em condições éticas de trabalho. 

 

 

Procedimento Cirúrgico e Terapia Hormonal Substitutiva 

 

As ratas tiveram seu ciclo estral avaliado quanto à sua normalidade (fases de 

diestro, pró-estro, estro e metaestro) por meio da citologia vaginal realizada diariamente 

durante um período de duas semanas. Classicamente, cada uma dessas fases distingüe-

se pela preponderância de tipos celulares característicos, que são: leucócitos em diestro, 
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células epiteliais em pró-estro, células queratinizadas no estro ou uma mescla dos três 

tipos celulares no metaestro (NELSON, 1995). Ao final dessas duas semanas somente 

as fêmeas que tinham ciclos regulares foram selecionadas para estudo, o que ocorreu 

com a imensa maioria. As ratas foram anestesiadas com quetamina (46 mg/0,4 ml) e 

xilasina (4 mg/0,2 ml) injetadas por via intramuscular (i.m.), e ovariectomizadas, 

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

planos, as ratas foram recolocadas em suas respectivas caixas para recuperação pós-

operatória. Sete dias após o procedimento cirúrgico, as ratas foram divididas nos 

seguintes grupos experimentais com n = 6 em cada um deles, e com metodologia 

baseada em estudos previamente publicados (WOOLLEY; McEWEN, 1994): 

 

- grupo 1: fêmeas ovariectomizadas (OVX) e que receberam três injeções subcutâneas 

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

servindo como grupo controle. A primeira dose foi dada no primeiro dia da terapia 

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

2), e a terceira dose foi dada 48 h após a segunda dose e 5 h antes da rata ser submetida 

à técnica de Golgi (dia 4 da terapia substitutiva), conforme o seguinte esquema: 

 

 

 

 

 

 

 

OVX óleo  
(0,1 ml) 

1 semana 
24 h 24 h 24 h 

Dia 1 Dia 3 Dia 2 Dia 4

óleo  
(0,1 ml) 

óleo  
(0,1 ml) 
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- grupo 2: fêmeas OVX e que receberam benzoato de estradiol (BE; Sigma Chemicals 

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

seguinte protocolo: a primeira dose de BE foi dada no primeiro dia de terapia 

substitutiva (dia 1), a segunda dose de BE foi dada 24 h depois da primeira dose (dia 2) 

e a terceira dose foi de veículo (óleo) na dose de 0,1 ml , 48 h após a segunda dose de 

BE e 5h antes da rata ser submetida à técnica de Golgi (dia 4), conforme o esquema a 

seguir: 

 

 

 

 

 

 

 

- grupo 3: fêmeas OVX e que receberam 10 μg de BE e 500 μg de progesterona (P; 

Sigma Chemicals Co., EUA) ambos diluídos em 0,1 ml de veículo (óleo de gergelim), 

sob o seguinte esquema: a primeira dose de BE foi dada no primeiro dia da terapia 

substitutiva (dia 1), a segunda dose de BE foi dada 24 h depois da primeira dose (dia 2) 

e a terceira dose foi de P, 48 h após a segunda dose de BE e 5h antes da rata ser 

submetida à técnica de Golgi, conforme seguinte protocolo: 

 

 

 

 

 

OVX BE  
(10 μg/ 
0,1 ml) 

1 semana 
24 h 24 h 24 h 

Dia 1 Dia 3 Dia 2 Dia 4

OVX P 
(500 μg/ 
0,1 ml) 

1 semana 
24 h 24 h 24 h 

Dia 1 Dia 3 Dia 2 Dia 4

óleo  
(0,1 ml) 

BE  
(10 μg/ 
0,1 ml) 

BE  
(10 μg/ 
0,1 ml) 

BE  
(10 μg/ 
0,1 ml) 
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Adicionalmente, adaptado do que foi previamente realizado por Woolley e 

McEwen (1993), dois grupos experimentais foram incluídos para testar a ação dos 

receptores do tipo NMDA nas respostas específicas ao estrógeno: 

 

- grupo 4: fêmeas OVX submetidas ao mesmo tratamento hormonal com BE e ao 

final com óleo, como as ratas do grupo 2, porém com duas injeções diárias de salina 

(1 ml/Kg i.p.) às 9 h e 30 min e às 17 h e 30 min, durante três dias consecutivos, 

conforme o seguinte esquema: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- grupo 5: fêmeas OVX que receberam o mesmo tratamento que as ratas do grupo 

anterior (grupo 4), porém com injeções de LY235959 (Tocris, EUA; 3 mg/Kg i. p.) 

,antagonista competitivo dos receptores NMDA para o glutamato, duas vezes ao dia, 

às 9 h e 30 min e às 17 h e 30 min, durante três dias consecutivos, conforme 

esquema a seguir: 

 

 

 

OVX 

1 semana 
24 h 24 h 24 h 

Dia 1 Dia 3 Dia 2 Dia 4

salina 
(1 ml/Kg) 

 

BE  
(10 μg/ 
0,1 ml) 

+  
salina 

(1 ml/Kg) 
 

óleo  
(0,1 ml) 

BE  
(10 μg/ 
0,1 ml) 

+  
salina 

(1 ml/Kg) 
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Não foi incluído grupo controle adicional ao experimento, quer seja submetido à 

castração fictícia e injeção de óleo em 3 doses, porque os dados de densidade de 

espinhos dendríticos (descritos a seguir) mostraram que o grupo 1 apresentou resultado 

muito próximo do que se encontra na fase de metaestro na AMePD de fêmeas 

(conforme RASIA-FILHO et al., 2004). Ademais, fêmeas após castração fictícia 

poderiam acabar sendo estudadas ao final de onze dias de experimento (7 dias após a 

castração e 4 dias de tratamento, como descrito nos outros grupos) em qualquer fase do 

ciclo estral. Isto acarretaria uma variabilidade indesejada nos resultados da densidade de 

espinhos dendríticos na AMePD (RASIA-FILHO et al., 2004). 

 

Procedimento Histológico 

 

Ao final do 11o dia pós-operatório, ou seja, no 4o dia após o início da terapia 

substitutiva, todas as ratas foram avaliadas quanto à citologia vaginal para avaliação da 

ação dos hormônios administrados e, a seguir, foram submetidas à técnica de Golgi, 

conforme descrito por Gabbot e Somogyi (1984), Woolley e McEwen (1993) e Rasia-

Filho et al. (1999, 2004). Para tanto, as ratas de todos os grupos experimentais foram 

OVX 

1 semana 
24 h 24 h 24 h 

Dia 1 Dia 3 Dia 2 Dia 4

LY235959 
(3mg.kg-1.ml-1) 

BE  
(10 μg/ 
0,1 ml)  

+  
LY235959 

(3mg.kg-1.ml-1) 
 

óleo  
(0,1 ml) 

BE  
(10 μg/ 
0,1 ml)  

+  
LY235959 

(3mg.kg-1.ml-1) 
 



 44

anestesiadas com tiopental sódico (50 mg/kg i.p.) e perfundidas, por via transcardíaca, 

com uma solução de paraformaldeído a 4%, ácido pícrico a 1,5% e tampão fosfato 0,1 

M (pH 7,4).  Após, os encéfalos foram retirados e mantidos na mesma solução fixadora 

por mais 24 h, sendo, então, seccionados em vibrátomo (Leica, Alemanha) em cortes 

coronais de 200 μm de espessura. Esses cortes foram imersos em solução de bicromato 

de potássio (Merck, Alemanha) a 3% por 24 h, ao abrigo da luz. A seguir, foram 

lavados em água destilada, colocados em lamínulas sobrepostas e mergulhados em 

solução de nitrato de prata (Merck, Alemanha) a 1,5% por no mínimo 48 h, 

resguardados da luz. Após esse período, os cortes foram lavados com água destilada, 

montados em lâminas histológicas, desidratados em álcool, clareados com xilol e 

cobertos com bálsamo do Canadá e lamínulas. 

 

 

Aquisição de dados 

  

Para a precisa localização da AMePD foi utilizado como referencial anatômico o 

atlas das coordenadas estereotáxicas do encéfalo do rato de Paxinos e Watson (1998) e 

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

et al (1995). As secções contendo esta região foram projetadas em desenhos 

esquemáticos de cortes coronais do encéfalo. Os locais onde puderam ser identificados 

neurônios na AMePD, 3,14 a 3,30 mm posterior ao bregma, (PAXINOS; WATSON, 

1998), foram selecionadas para estudo em microscópio óptico (Olympus BX-41, Japão) 

(figura 2). Os cortes do encéfalo que apresentavam aproximadamente o mesmo tamanho 

foram usados para análise, enquanto aqueles que pareciam estar “retraídos”, devido ao 

procedimento histológico e que poderiam gerar resultados incorretos, foram 
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descartados. O número de neurônios impregnados pela prata variou de secção para 

secção e, por isso, ambos os lados do encéfalo foram utilizados (GOMEZ; NEWMAN, 

1991, RASIA-FILHO et al., 1999). Apesar da lateralidade da AMePD em relação ao 

tamanho do soma neuronal, os esteróides sexuais produzem efeitos em ambos os lados 

direito e esquerdo da AMePD (COOKE et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

Necessariamente, para serem selecionados para estudo, os neurônios desenhados 

obedeceram aos seguintes critérios de aceitação: a) localizavam-se indubitavelmente na 

região desejada, isto é, na AMePD mas relativamente afastados de seus bordos 

limítrofes, como precaução para não se coletar dados de outras áreas vizinhas à área de 

interesse; b) ter, no mínimo, seus primeiros 40 μm bem impregnados pela prata; c) ter 

espinhos claramente distinguíveis quando comparados com o precipitado de prata 

presente no “fundo” de cada secção selecionada; e, d) estavam relativamente isolados 

-3,14 mm 

-3,30 mm 

Figura 2. Representação esquemática de cortes coronais do encéfalo do rato de onde 
foram estudados os neurônios deste presente trabalho. Valores em mm referentes à 
distância posterior ao bregma. Figuras e abreviaturas baseadas no atlas do encéfalo do 
rato de Paxinos e Watson (1998), equivale às figuras 30 e 31 deste atlas. TO = trato 
óptico, ST = estria terminal 
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das demais células vizinhas. Após seleção, os dendritos e os espinhos foram desenhados 

manualmente com auxílio de câmara clara acoplada a microscópio óptico (Olympus 

BX-41, Japão) e em aumento de 1000 X. Foram, igualmente, fotografados alguns 

neurônios representativos da AMePD de cada um dos grupos experimentais estudados 

(Figuras 3, 4 e 7). 

 

Seis ratas diferentes foram estudadas em cada grupo experimental. Cada uma 

delas contribuiu com 8 dendritos diferentes. Cada dendrito adveio de um neurônio 

distinto dos demais, selecionados pelos rígidos critérios de inclusão no estudo acima 

descrito. A densidade de espinhos foi calculada como a relação do número total destes 

divididos pelo comprimento dendrítico estudado (valores expressos como número de 

espinhos/μm dendrítico), o qual foi mensurado por programa de análise de imagens 

(Image Pro-Plus, Media Cybernetica, EUA). Isto é, a densidade de espinhos dendríticos 

na AMePD foi obtida de um total de 48 dendritos em cada grupo estudado (grupos 1, 2, 

3, 4 e 5).  

 

No presente estudo, os espinhos foram diretamente contados a partir dos desenhos 

feitos ao longo dos primeiros 40 μm de comprimento dendrítico. Este critério foi 

escolhido baseado em experimentos prévios (RASIA-FILHO et al., 1999, 2004) nos 

quais a densidade de espinhos dendríticos nos primeiros 40 μm mostrou-se ser 

representativa de valores obtidos até comprimentos dendríticos maiores, como, por 

exemplo, até 160 μm a partir do soma em neurônios da AMe posterior de ratos (n = 10 

neurônios). Além disso, o nível de arborização dendrítica (primária ou secundária) não 

parece influenciar a densidade de espinhos (RASIA-FILHO et al., 2004). Como não se 

pode diferenciar, somente pela morfologia celular, quais os neurônios que respondem ao 
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estradiol dos que não respondem (NABEKURA et al., 1986), foram utilizados para 

estudo os dois tipos de neurônios multipolares encontrados na AMePD. Felizmente, 

também parece não haver diferença estatística no que diz respeito à densidade de 

espinhos dendríticos nos dois tipos característicos de neurônios multipolares 

encontrados na AMePD de ratos machos adultos (De CASTILHOS et al., artigo 

submetido). 

 

Análise Estatística 

 

Devido à possibilidade de diferenças sutis na realização da técnica de Golgi 

(como osmolaridade das soluções ou tempo exato de permanência dos cortes nas 

soluções), foram calculadas a média e o erro padrão da média (e.p.m.) para os grupos 1, 

2 e 3 e tais dados foram analisados, em conjunto devido ao desenho experimental, pela 

análise da variância (ANOVA) de uma via. A seguir, os dados foram submetidos ao 

teste post hoc de Bonferroni. Por representarem outro experimento, com diferenças 

metodológicas na sua execução, os dados dos grupo 4 e 5 foram analisados pelo teste 

“t” de Student não-pareado. O nível de significância em ambos os casos foi estabelecido 

em p < 0,05.  
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RESULTADOS 

 

 

Na AMePD foram observados neurônios multipolares e que foram classificados 

como sendo do tipo bipenachados ou estrelados (Figura 3). As células do tipo 

bipenachadas apresentaram somas ovais, fusiformes, arredondados ou alongados. 

Originaram dois ramos dendríticos primários de comprimentos variados em cada 

extremo do corpo celular, de onde advém sua nomenclatura. Os neurônios do tipo 

estrelado possuíam o soma de forma estrelada, também descrito como multiangular. 

Eles apresentaram de 3 a 5 dendritos primários, raramente mais do que isso. Os 

dendritos primários nestas células, da mesma forma que os neurônios do tipo 

bipenachados são de diferentes comprimentos. Em ambos os tipos de neurônios 

estudados distinguiram-se células com quantidades, formas e tamanhos variáveis de 

espinhos presentes tanto nos dendritos quanto no soma neuronal.  

 

Para os grupos 1, 2 e 3, todas as recomendações para utilização da ANOVA 

foram atendidas para a execução deste procedimento estatístico e a análise estatística 

mostrou que há diferença na densidade de espinhos dendríticos nos grupos estudados. 

Ou seja, os resultados indicaram que os grupos OVX e tratados com O, BE e BE+P 

apresentaram diferença estatisticamente significante entre si [F(2,143) = 104,24; p < 

0,001; Figuras 5 e 6]. O grupo BE+P apresentou maior densidade de espinhos 

dendríticos quando comparado ao grupo O e BE (p < 0,001; Figura 6). Já o grupo BE 
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apresentou maior densidade de espinhos dendríticos quando comparado ao grupo 

controle (p < 0,01; Figura 6).  

 

Nos grupo 4 e 5 igualmente foram atendidas as recomendações para utilização 

do teste “t” de Student, e de modo muito interessante, nos grupos BE+S e 

BE+LY235959, a densidade de espinhos dendríticos diminuiu no grupo que recebeu o 

antagonista glutamatérgico em relação ao que recebeu salina (p = 0,04; Figuras 8 e 9). 
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Figura 3. Fotomicrografias de neurônios impregnados pela técnica de Golgi do tipo 
estrelado (A) e bipenachado (B) na AMePD. S = soma. Barra = 50 μm. 
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Figura 4. Fotomicrografias de neurônios impregnados pela prata da AMePD de ratas 
dos grupos 1, 2 e 3. (A) neurônio da AMePD de rata do grupo 1 (O); (B) neurônio da 
AMePD de rata do grupo 2 (BE); neurônio da AMePD de rata do grupo 3 (BE+P). 
Observe as setas indicando os espinhos dendríticos. S = soma. Barra = 10 μm. 
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Figura 5. Desenhos esquemáticos feitos em câmara clara dos espinhos dos primeiros 40 
μm dendríticos de neurônios impregnados pela técnica de Golgi da AMePD de ratas dos 
grupos 1, 2 e 3. (A) neurônio da AMePD de rata do grupo 1 (O); (B) neurônio da 
AMePD de rata do grupo 2 (BE); e (C) neurônio da AMePD de rata do grupo 3 (BE+P). 
Barra = 10 μm. 

A B C
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Figura 6. Densidade de espinhos dendríticos (média ± e.p.m.) obtida nos primeiros 40 μm 
dendríticos de neurônios impregnados pela técnica de Golgi na amígdala medial póstero-
dorsal (AMePD) de ratas submetidas à ovariectomia e injetadas com veículo oleoso (O) 
como controle, benzoato de estradiol e óleo (BE) ou benzoato de estradiol e progesterona 
(BE+P), correspondente aos grupos experimentais 1, 2 e 3. 
 
a p < 0,01 quando comparado ao grupo O 
b p < 0,01 quando comparado ao grupo BE 
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Figura 7. Fotomicrografias de neurônios impregnados pela técnica de Golgi da AMePD 
de ratas dos grupos 4 e 5. (A) neurônio da AMePD de rata do grupo 4 (BE+S) e (B) 
neurônio da AMePD de rata do grupo 5 (BE+LY235959). Observe as setas indicando os 
espinhos dendríticos. S = soma. Barra = 10 μm. 
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Figura 8. Desenhos esquemáticos feitos em câmara clara dos espinhos dos primeiros 40 
μm dendríticos de neurônios impregnados pela técnica de Golgi da AMePD de ratas dos 
grupos 4 e 5. (A) neurônio da AMePD de rata do grupo 4 (BE+S) e (B) neurônio da 
AMePD de rata do grupo 5 (BE+LY235959). Barra = 10 μm. 

A B
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Figura 9. Densidade de espinhos dendríticos (média ± e.p.m.) obtida nos primeiros 40 μm 
dendríticos de neurônios impregnados pela técnica de Golgi na amígdala medial póstero-
dorsal (AMePD) de ratas submetidas à ovariectomia e à terapia hormonal substitutiva de 
benzoato de estradiol e óleo concomitantemente com injeções de salina (BE+S) ou benzoato 
de estradiol e óleo em conjunto com injeções de LY235959 (BE+LY235959), 
correspondente aos gupos experimentais 4 e 5. 
 
a  p = 0,04 quando comparado ao grupo BE+S 
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DISCUSSÃO 

 

 

Os presentes resultados demonstraram que as densidades de espinhos dendríticos 

em neurônios da AMePD apresentam variações devido à ovariectomia seguida da 

terapia substitutiva em todos os grupos estudados. Além disso, constatou-se que tais 

modificações causadas pelo estradiol são potencializadas pela progesterona, e as ações 

do estradiol requerem ativação de receptores do tipo NMDA, pelo menos em parte. Na 

avaliação dos resultados também é importante ressaltar que a técnica de Golgi impregna 

de 1 – 10% dos neurônios de uma determinada região e não diferencia neurônios com 

ou sem receptores para hormônios esteróides (GABBOTT; SOMOGYI, 1984; 

WOOLLEY; McEWEN, 1993). Não se pode afirmar que as alterações encontradas são 

exclusivas da ação dos hormônios gonadais e que elas ocorram em todos os neurônios 

estudados. Mas, quando o tamanho da amostra não é pequeno e os resultados não 

parecem ser heterogêneos como presentemente, é possível que eles representem dados 

de uma mesma população neuronal. 

 

Mudanças na densidade de espinhos dendríticos de neurônios de diferentes 

regiões do SNC induzidas por ovariectomia já foram previamente descritas (WOLLEY 

et al., 1990; WOOLLEY, McEWEN, 1993). Isso poderia ser esperado porque os 

esteróides sexuais agem no genoma da célula, para promover alterações na expressão 

gênica e na síntese protéica (TORAN-ALLERAND, 1984; MURDOCH; GORSKI, 
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1991). Para que isto aconteça, esses hormônios ligam-se a receptores preferentemente 

encontrados no núcleo da célula. Lá estabelecem contato com o sítio de 

reconhecimento, promovendo aumento da replicação do DNA, o que culmina em 

aumento da síntese de proteínas específicas correspondentes (TORAN-ALLERAND, 

1984; MURDACH; GORSKI, 1991; MURPHY; SEGAL, 1996, McEWEN et al., 

1999). Ademais, os esteróides sexuais também podem gerar efeitos não gênicos ao 

alterar o potencial de membrana neuronal e o metabolismo dos transmissores químicos 

(McEWEN et al., 1999).  

 

Neste sentido, tomando-se outras áreas do SNC como referencial, estabeleceu-se 

a influência de hormônios gonadais, como o estradiol e a progesterona, na densidade de 

espinhos dendríticos de células piramidais da região CA1 do hipocampo (GOULD et 

al., 1990; WOOLLEY; McEWEN, 1993). O estradiol levou ao aumento da densidade 

de espinhos em dendritos apicais e basais dessas células. E o aumento da densidade de 

espinhos apresentou-se associado ao aumento no número de sinapses com axônios 

aferentes, indicando que novos espinhos foram formados para tais contatos 

(WOOLLEY; McEWEN, 1993). Ao alterar a morfologia neuronal, o estradiol também 

gerou conseqüente mudança na fisiologia do hipocampo, o que sugere que o aumento 

do número de espinhos dendríticos e da densidade sináptica resulta em aumento da 

excitabilidade do neurônio (WOOLLEY et al., 1990), diminui o limiar de ocorrência de 

potencial de ação da célula e aumenta a ocorrência de LTP, principalmente quando o 

nível de estradiol está elevado (WOOLLEY et al., 1997). Outros resultados apontaram 

para uma via indireta de ação dos hormônios gonadais sobre a morfologia celular 

(CALIZO; FLANAGAN-CATO, 2000; SEGAL; ANDERSEN, 2000). Esses estudos se 

referem à ação de hormônios esteróides indiretamente sobre as células do VMN e 
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indicam que a densidade de espinhos seja regulada por aferências moduladas por 

estrógenos sobre dendritos específicos. Esta sugestão resultou da observação de que 

alterações morfológicas evidentes ocorreram com a variação de esteróides gonadais mas 

em células que não apresentavam receptores esses para hormônios (CALIZO; 

FLANAGAN-CATO, 2000). 

  

Os astrócitos também são influenciados por hormônios gonadais (McEWEN et 

al., 1991; MICEVYCH et al., 1997; GARCIA-SEGURA et al., 1999; HOSLI et al., 

2001; RASIA-FILHO et al., 2002). As células gliais estão envolvidas na organização e 

na ativação de efeitos promovidos pelos esteróides sexuais na formação de sinapses e 

sua plasticidade (GARCIA-SEGURA et al., 1999). A GFAP é um filamento 

intermediário e importante marcador celular de astrócitos maduros (KETTENMANN, 

1995). Estudos in vivo e in vitro mostraram que a imunoreatividade à GFAP (GFAP-ir) 

é modificada pela manipulação dos esteróides gonadais em diferentes áreas cerebrais 

sexualmente dimórficas (GARCIA-SEGURA et al., 1999; LÂM; LERANTH, 2003). 

Por exemplo, no giro denteado, a GFAP-ir fica diminuída após ovariectomia e mostra 

aumento dependente da dose empregada de hormônios sexuais em ratas 

ovariectomizadas (LUQUIN et al., 1993). Ademais, fêmeas na fase de diestro 

apresentaram maior GFAP-ir na AMePD e AMePV do que machos (RASIA-FILHO et 

al., 2002). Isto sugere que os esteróides ovarianos, e particularmente aumentos de 

estradiol e progesterona na fase de pró-estro podem igualmente coordenar o 

remodelamento sináptico por influenciar a expressão da GFAP e a atividade astrocitária 

localmente na AMePD. O quanto isto se repercute nos presentes achados experimentais 

necessita de investigações futuras. 
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A AMePD recebe aferências olfativas provenientes do bulbo olfativo principal e 

do bulbo olfativo acessório que a atingem via AMeAD e núcleos intercalados 

amigdalóides (WESTBERRY, 2003) ou via núcleo cortical posterior (PITKÄNEN, 

2000), área pré-límbica e córtex entorrinal (McDONALD, 1998). A presença de maior 

densidade de espinhos dendríticos no grupo que recebeu estradiol e no grupo que 

recebeu estradiol e progesterona pode significar maiores entradas de estímulos 

sensoriais na amígdala, uma vez que maior densidade de espinhos implica em aumento 

do campo receptivo sináptico (WOOLF et al., 1991; KOCH; ZADOR, 1993) e em 

maior número de sinapses (HARRIS; KATER, 1994; TROMALD; HULLENBERG, 

1997). Conexões intrínsecas intra-amigdalóides, ou seja, entre seus núcleos e 

subnúcleos (PITKÄNEN, 2000), podem estar aumentadas e reforçando a modulação 

feita pela AMe dos comportamentos desencadeados por estímulos olfativos, tais como o 

agressivo e o reprodutivo. Daqui pode-se perceber que ainda há necessidade de ser 

estabelecido se os efeitos do estradiol e da progesterona ocorrem diretamente nos 

neurônios da AMePD, de forma gênica ou não gênica, em interneurônios ou por ação de 

aferências de outras estruturas sensíveis a tais hormônios, em circuito. 

 

Os espinhos dendríticos são uma unidade individual de entrada e saída de 

informação do neurônio (GAMBLE; KOCH, 1987; HARRIS; KATER, 1994; WOOLF 

et al., 1991; SHEPHERD, 1999). Eles também têm papel importante na mediação de 

sinapses e na modificação passiva tal potencial, uma vez que atenuam o potencial 

sináptico, mantêm a corrente constante, amplificam a voltagem pós-sináptica excitatória 

e produzem impedância no dendrito de origem (JASLOVE, 1992; KOCH; ZADOR, 

1993; HARRIS; KATER, 1994; SHEPHERD, 1996; VOLFOVSKY et al., 1999; 

JONTES; SMITH, 2000). Dado que os espinhos dendríticos são considerados alvos 
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sinápticos, representando papel pré-sináptico e pós-sináptico tanto em sinapses 

excitatórias quanto inibitórias (GAMBLE; KOCH, 1987; HARRIS; KATER, 1994; 

SHEPHERD, 1999), aumentando a área total de superfície de contato dendrítico 

(WOOLF et al., 1991; KOCH; ZADOR, 1993) e, conseqüentemente, a capacitância da 

membrana (JASLOVE, 1992; SHEPHERD, 1996), entende-se que maior densidade 

dessas estruturas equivale a maior densidade sináptica sobre um neurônio alvo 

(SEGAL; ANDERSEN, 2000). Esta idéia é reforçada pela afirmativa de que cada 

espinho representa, via de regra, uma sinapse na maioria dos neurônios estudados até o 

momento (SHEPHERD, 1996; NIMCHINSKY et al., 2002) , o que vale para a AMe de 

gatos também (NARKIEWICZ et al., 1978). Com base nisso, supõe-se que o número de 

sinapses vai estar aumentado na AMePD no grupo que recebeu estradiol e progesterona, 

por apresentarem uma maior densidade de espinhos dendríticos em relação a todos os 

outros grupos estudados. Estudos com microscopia eletrônica são mandatários para a 

confirmação dessa hipótese. Além disso, os espinhos dendríticos estão relacionados ao 

processamento temporal de informações aferentes multimodais (KOCH; ZADOR, 1993; 

COLLIN et al., 1997; TROMALD; HULLENBERG, 1997; JONTES; SMITH, 2000).  

A existência de uma maior quantidade de espinhos pode igualmente sugerir que está a 

ocorrer uma maior elaboração de tais informações na AMePD, principalmente no grupo 

de animais que recebeu estradiol e progesterona como terapia substitutiva, embora ainda 

precise ser avaliado quanto desses espinhos estão “ativos” ou representam sítios para 

sinapses “silenciosas”. 

 

Embora haja pistas para investigações futuras, o mecanismo pelo qual o estradiol 

induz a formação de novos espinhos não é totalmente claro. O aparecimento de novos 

espinhos foi estudado em células piramidais da região CA1 do hipocampo in vitro e in 
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vivo (WOOLLEY et al., 1997). A ação neurotrófica estrogênica direta e/ou indireta é 

percebida na variação da densidade desses espinhos durante o ciclo estral de ratas, onde 

a alta densidade desses elementos dendríticos coincide com os altos níveis de estrógeno 

e progesterona circulantes (WOOLLEY et al., 1990). A administração de estradiol em 

ratas ovariectomizadas reverte a diminuição significativa na densidade de espinhos nos 

neurônios dessa mesma região (WOOLLEY; McEWEN, 1993). O mesmo ocorreu para 

o VMN (FRANKFURT et al., 1990). No presente estudo, verificou-se que há aumento 

na densidade de espinhos dendríticos nos neurônios da AMePD, tanto no grupo que 

recebeu BE quando comparado ao grupo controle, quanto no grupo que recebeu BE e P 

quando comparados aos grupos controle e grupo BE. Estes dados são coincidentes aos 

encontrados no hipocampo, onde houve maior densidade de espinhos quando estrógenos 

foram administrados após a ovariectomia (WOOLLEY et al., 1990) e também com os 

dados obtidos no VMN, onde os espinhos se encontravam em maior densidade no pró-

estro (FRANKFURT et al., 1990), quando estradiol e progesterona estão com seus 

níveis mais elevados (NELSON, 1995). Diferem, no entanto, dos dados encontrados 

previamente na AMePD onde os espinhos dendríticos encontravam-se em menor 

densidade na fase de pró-estro e maior na fase de diestro (quando os estrogênios 

circulantes começam a se elevar e o nível de progesterona é baixo; RASIA-FILHO et 

al., 2004). Não há explicação definitiva para isto até o momento, mas uma das 

possibilidades que merece ser investigada com maiores detalhes é se a ação de 

receptores do tipo α e β para estradiol se modifica após a ovariectomia e a terapia 

hormonal substitutiva na AMePD, o que poderia vir a gerar resultados morfológicos 

diferentes da situação fisiológica habitual que são os ciclos estrais de 4 – 5 dias em ratas 

adultas. 
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Estudo radioimunológico para detectar estradiol sérico após administração de 

BE indicou que o estradiol circulante alcança níveis suprafisiológicos após a primeira 

injeção e é rapidamente metabolizado para um nível fisiológico após 24 h. Após a 

segunda injeção de BE, o estradiol atinge novamente níveis suprafisiológicos, mas o 

metabolismo subseqüente é menos rápido e os níveis fisiológicos não são alcançados até 

cerca de 24 a 48 h mais tarde (WOOLLEY; McEWEN, 1993). Isto é muito importante 

nas discussões sobre terapia hormonal substitutiva e ciclo estral normal. Além disso, 

sabe-se que receptores α e β para estradiol (ERα e ERβ) e para progesterona (PR) 

apresentam número e possivelmente magnitude de ação diferentes após tratamento com 

BE. Por exemplo, na AMePD, fêmeas ovariectomizadas e injetadas com estradiol 

apresentaram diminuição na imunoreatividade de ERα para estradiol 48 h após o 

tratamento com este hormônio, provavelmente por “down-regulation”. Os ERβ para o 

estradiol não sofrerem modificação. E os PR não alteraram seu número nesta mesma 

circunstância, mas o tratamento com estradiol aumentou a intensidade da reação 

imunoistoquímica local (GRÉCO et al., 2001). 

 

Por outro lado, nos últimos anos, estudos sobre o papel da atividade neural na 

regulação da conectividade sináptica e forma neuronal foram focalizados no receptor 

NMDA para o glutamato, que é o principal neurotransmissor excitatório no SNC de 

mamíferos. Tal receptor está relacionado com a possibilidade de induzir LTP, o 

mecanismo que se acredita possa ser um dos substratos biológicos para a teoria da 

estabilização sináptica postulada por Hebb em 1949 (vide BLISS; LOMO, 1973). 

Existem vários estudos indicando que eventos mediados por receptores glutamatérgicos 

estão criticamente envolvidos na alteração do número e na estrutura dos espinhos em 

neurônios piramidais da área CA1 do hipocampo (WOOLLEY, 1998; KIROV; 
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HARRIS, 1999; KORKOTIAN, 1999; ROSE; KONNERTH, 2001). Por exemplo, 

Gould e colaboradores (1990) descobriram que o tratamento com estradiol aumentou a 

densidade de espinhos nos dendritos apicais e basais de células piramidais da área CA1 

do hipocampo em ratas ovariectomizadas. A seguir, alguns experimentos demonstraram 

que antagonistas de receptores do tipo NMDA (e não os do tipo AMPA ou cainato) 

previnem o aumento na densidade de espinhos dendríticos em CA1 em resposta à 

reposição de estradiol nessas ratas (WOOLLEY; McEWEN, 1994). Sendo assim, a 

flutuação na densidade de espinhos dendríticos ao longo do ciclo estral e/ou após 

ovariectomia em resposta a mudanças nos níveis de estradiol seria mediada, ao menos 

em parte, por ativação de receptores NMDA. No presente estudo verificou-se que a 

densidade de espinhos dendríticos diminui quando estradiol é administrado 

concomitantemente com LY235959. Estes dados vão ao encontro da literatura onde a 

densidade de espinhos dendríticos na região CA1 do hipocampo diminui com o 

tratamento com antagonistas do receptor NMDA glutamatérgico, bloqueando os efeitos 

do estradiol (WOOLLEY; McEWEN, 1994). Este tipo de resultado sugere que a ação 

dos esteróides sexuais poderia ser também indireta nas áreas estudadas. Ou seja, outras 

regiões sensíveis à ação dos hormônios ovarianos estariam sendo ativadas e, por 

conexão sináptica glutamatérgica, estariam transmitindo informação à região CA1 e à 

AMePD. Poderia, assim, serem conjugadas as ações diretas (via receptores α e β para 

estradiol e receptores para progesterona) com atividades mediadas e iniciadas pelo 

receptor pós-sináptico do tipo NMDA nas vias neurais aferentes. 

 

Esta correlação dos espinhos dendríticos com a atividade glutamatérgica passa a 

ser relevante ao se considerar que tanto a morfologia dos espinhos quanto a sua 

densidade irão implicar em alterações funcionais mediadas por eles (TROMALD; 
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HULLENBERG, 1997). O espinho apresenta bulbo ou cabeça e pescoço algumas com 

forma mutável (RAMÓN y CAJAL, 1909; SEGAL; ANDERSEN, 2000) e 

modificações destes dois elementos podem influenciar diretamente a ação da sinapse 

desencadeada nesse espinho. Por exemplo, variações do diâmetro do pescoço modulam 

a corrente sináptica (WOOLF et al., 1991) e variações nas dimensões do pescoço 

produzem variações na impedância de vários espinhos (TROMALD; HULLENBERG, 

1997). Espinhos curtos são mais estreitamente unidos e refletem mais intensamente 

mudanças na concentração de Ca++ do dendrito de origem, enquanto espinhos com 

pescoço longo regulam sua concentração de Ca++ independentemente de seu dendrito de 

origem (SEGAL; ANDERSEN, 2000). A resistência de entrada no ramo dendrítico 

aumenta com a distância do soma e a resistência do pescoço dos espinhos também deve 

aumentar com a distância do soma (HARRIS; STEVENS, 1989; WOOLF et al., 1991; 

HARRIS; KATER, 1994). A descrição precisa da morfologia dos espinhos da AMePD 

e sua modulação pelos esteróides sexuais femininos e pelo glutamato somente pode ser 

feita com futuros estudos com microscopia eletrônica. Mais adiante, também será muito 

relevante investigar quais componentes intracelulares podem estar envolvidos na 

reestruturação morfológica rápida dos espinhos. São candidatas para isso a actina e a β-

tubulina (NIMCHINSKY et al., 2002). Além disso, dois componentes protéicos da 

densidade pós-sináptica (PSD), as proteínas “Shank” e “Homer” possuem a função de 

promover a organização estrutural e molecular dos espinhos dendríticos (MATUS, 

2000; YUSTE; BONHOEFFER, 2001). A proteína “Shank”, por exemplo, consiste de 

múltiplos locais para interação protéica, incluindo vários domínios diferentes entre si 

(NAISBITT et al., 1999; EHLERS, 1999). Esses vários domínios de interação se ligam 

a “parceiros” específicos na PSD e que se ligam também a receptores NMDA, 

receptores metabotrópicos glutamatérgicos (mGLURs) na membrana plasmática, 
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receptores de inositol trifosfato (IP3Rs) no REL e na actina do citoesqueleto, todos 

contribuindo para a maturação e especificação estrutural dos espinhos dendríticos 

(EHLERS, 1999; SALA et al., 2001). Em neurônios jovens, a proteína “Shank” 

estimula a conversão de espinhos em forma de filopódio em espinhos com forma de 

“cogumelo” (SALA et al., 2001). Esta morfologia dos espinhos poderia sugerir serem 

eles mais estáveis ou não. Embora ainda precise maiores comprovações, aqueles com 

aspecto de “cogumelo” poderiam estar mais estabilizados por conterem em seu interior 

o aparato do espinho e em sua base polirribossomos, que as demais formas 

(NIMCHINSKY et al., 2002). 

 

No presente trabalho foram estudadas as densidades de espinhos nos primeiros 

40 μm dendríticos de diferentes grupos experimentais. Esta maior quantidade de 

espinhos próximos ao soma se reflete na funcionalidade dos mesmos, uma vez que os 

mais proximais requerem mudanças maiores de condutância para moderadas 

despolarizações, que também aumentam lentamente à medida que se propagam para 

espinhos vizinhos. Os espinhos proximais não respondem ao aumento da condutância 

do dendrito de origem até que grandes mudanças sejam aplicadas, apresentam menor 

resistência de entrada no ramo dendrítico e a resistência do pescoço dendrítico também 

é menor, quando comparada à dos espinhos distais (WOOLF et al., 1991). As 

conseqüências funcionais das alterações morfológicas descobertas e apresentadas na 

presente dissertação precisam ser avaliadas por testes eletrofisiológicos, 

imunoistoquímicos (para identificação do tipo de transmissor químico nesses espinhos) 

e comportamentais. Com essa correlação entre morfologia e fisiologia, poder-se-ia 

igualmente indicar que as funções mediadas pela AMe possam mudar ao longo de 

poucos dias, uma vez que seu elemento de conectividade sináptica (espinho) sofre 
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alterações quantitativas durante o ciclo estral e também depois de ovariectomia e terapia 

hormonal substitutiva. Em fêmeas, diferenças nas densidades de espinhos dendríticos 

podem sugerir que as variações cíclicas dos esteróides ovarianos atuando nas subregiões 

da AMe (principalmente na AMePD) podem representar um mecanismo celular para 

alterar a coordenação e o impacto dos hormônios sexuais circulantes nas vias neurais 

que regulam as atividades dos neurônios GnRH e do comportamento reprodutivo em 

resposta a sinais ambientais internos e externos.  

 

Por fim, fica claro o número de questões para novas investigações que se abrem 

com os presentes e prévios resultados correlatos. Isto, francamente, não é à toa porque 

há inúmeras questões incógnitas, por razões históricas e do próprio conhecimento 

humano, envolvendo os subnúcleos da AMe. Embora seja desejável o estabelecimento 

de um elo entre funções e núcleos amigdalóides específicos, ainda não existe uma idéia 

completa sobre todos os papéis funcionais da AMe relacionados com seus subnúcleos. 

Algumas das razões dessa dificuldade para se comparar resultados experimentais de 

diferentes trabalhos é a quantidade de pesquisa feita sobre isto e a heterogeneidade das 

metodologias utilizadas, as fibras de passagem destruídas por lesões eletrolíticas, a 

injeção não controlada de substâncias nos núcleos amigdalóides ou extra-amigdalóides, 

danos ao tecido neural em regiões adjacentes a amígdala e mecanismos de plasticidade 

neural que podem alterar deficiências funcionais após lesões amigdalares (RASIA-

FILHO et al., 2000).  Dessa maneira, algumas vezes, comparações diretas entre estudos 

não podem ser feitos de uma forma inequívoca. Os presentes dados servem, no entanto, 

para alicerçar novos conhecimentos sobre a modificação morfológica neuronal mediada 

pelos hormônios gonadais femininos, a plasticidade neural da AMePD de ratas e sua 
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correlação com a transmissão glutamatérgica em estrutura absolutamente relevante para 

a fisiologia da reprodução em fêmeas. 
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CONCLUSÃO 

 

  

 

A densidade de espinhos dendríticos na AMePD é afetada pelos hormônios 

gonadais, sendo que há variações na densidade destes elementos sinápticos em todos os 

grupos estudados. Os resultados indicaram que as ratas que foram ovariectomizadas e 

tratadas com O, BE e BE+P apresentaram uma diferença estatisticamente significante 

entre si. Os grupos BE e BE+P apresentaram maior densidade de espinhos dendríticos 

na AMePD quando comparados ao grupo controle injetado com óleo. Adicionalmente, 

nos grupos BE+S e BE+LY235959, a densidade de espinhos dendríticos diminuiu no 

grupo que recebeu o antagonista dos receptores do tipo NMDA. Há evidências de que a 

progesterona potencializa o efeito do estradiol e este parece exercer seu efeito, pelo 

menos em parte, via receptores do tipo NMDA. Esses resultados contribuem para o 

entendimento da plasticidade morfológica e sináptica na AMePD, a qual parece ser 

mediada pelos esteróides sexuais e em área do sistema nervoso relacionada com a 

modulação de comportamento reprodutivo feminino. 
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