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RESUMO

A presenca do dimorfismo sexual na formagao hipocampal ja € conhecida ha
tempo. Foram verificadas diferengas entre machos e fémeas no que se refere ao
numero de espinhos dendriticos de células piramidais do hipocampo e tamanho
das células granulares do giro denteado. Entretanto, as diferengas morfoloégicas
induzidas por hérmonios no cértex entorrinal (E.C.) ainda n&o foram descritas.
Este estudo objetivou analisar as alteragdes no volume dos corpos celulares de
neurdnios do CE nas regides lateral (LEA) e medial (MEA), nas camadas |l e IV de
ratos machos, induzidas pela castragdo no 5° dia de vida. Para tanto, foram
divididos em dois grupos 17 ratos machos com S dias de vida pds-natal, a saber:
animais castrados (C, N=8) e controle (Nc, N=9). Os animais do grupo controle
foram submetidos ao mesmo trauma, porém sem sofrerem a castragao.
Quando os animais atingiram 90 dias de idade, foram sacrificados e os
hemisférios cerebrais foram separados em plano sagital mediano. O hemisfério
direito foi cortado em plano horizontal no meio do fléculo, (bregma 7,3mm e lateral
12,6mm, plano de PAXINOS e WATSON,1982), Os cortes histoldgicos foram
analisados em trés niveis: ventral (1,9mm intraural), intermédio(3,9mm intraural) e
dorsal(5,4mm intraural). Os volumes celulares das camadas 1l e IV das regides
LEA e MEA, através da férmula de Salvatore, (1972). Os procedimento de analise
resultou nas medidas de 32 corpos celulares de cada lamina histoldgica,
perfazendo um total de 1.344 células verificadas. Os dados dos animais
castrados demonstraram uma diminuigao significativa no volume de seus corpos
celulares, quando comparada com os valores médios do grupo controle. A
camada IV do MEA no nivel ventral foi a que apresentou maior diferenca entre as
médias e a camada Il do LEA no nivel dorsal a que apresentou menor diferenga
entre as médias, indicando que o nivel dorsal é menos susceptivel aos efeitos da
castracao, pois ao se estudar o volume dos pericarios nas camadas observadas,
tanto na regido do MEA como na regido do LEA , as diferencas entre as médias
foram menores. Os achados também sugerem que nas regides ventrais € onde se
acentuam os efeitos da castracdo. Estes resultados sugerem que a castragdo
pode modificar a morfologia do CE.



ABSTRACT

The presence of sexual dimorphism in the hippocampal formation has been
known for a long time. It has also been verified that there are differences between
males and females regarding the number of dendritic spines of the hippocampal
pyramidal cells. And the size of the granular cells of the dentate gyrus .
However, the morphological differences induced by hormones in the entorhinal
cortex ( EC) have not been described yet. This study aimed at analyzing the
alterations of the volume in the cellular bodies of the CE neurons, in the lateral
( LEA) and medial (MEA) regions, in layers Il and IV of male rats, when induced
by castration in their fifth day of life. To achieve this aim, 17- five-day-old maie
. rats were divided into two groups: castrated animals (C, N=8) and control ( Nc,
N=9). The control group animals underwent the same trauma. However, they did
not suffer castration. When the animals were 90 -days old, they were sacrificed
and the cerebral hemispheres were separated into a median sagittal plain. The
right hemisphere was horizontally cut in the middle of the flocculus, ( bregma
7.3mm and laterai 12,6 mm, PAXINOS & WATSON, 1982 plain). The
histological incisions were analyzed according to three levels: ventral { 1.9 mm
intra-aural ), intermediate (3.9 mm intraural ) and dorsal (5,4mm intra-aural).
The cellular volumes of layers Il and IV in - the LEA and MEA regions were
calculated according to Salvatore,(1972). The analysis procedure resulted in the
measures of 32 cellular bodies of each histological lamina, summing up 1.344
documented cells. The achieved mean values, demonstrated a significant
reduction of the volume in the cellular bodies of castrated animals, if compared
with the group control mean values. The layer IV of the MEA, in the ventral
level, presented the greatest difference between the mean values . The layer |i of
the LEA , in the dorsal level, showed the slightest difference, indicating that the
dorsal Ievel is less susceptible to the castration effects for when analyzing the
nuclear volume of the cells in the observed Iayers ( MEA and LEA), the
differences between the mean values were attenuated. The findings also suggest
that it is in the ventral regions that the castration effects are emphasized.

These results suggest that castration can change EC morphology.



1. INTRODUGAO

1.1 - Dimorfismo Sexual

Durante varios séculos, tentou-se esclarecer o significado da diferenca
entre os sexos. Somente no inicio deste século, houve a preocupagao por
parte dos estudiosos em investigar o dimorfismo sexual no Sistema Nervoso
Central de diversas espécies (MADEIRA e LIEBERMAN, 1995). O termo
dimorfismo sexual no cérebro ou o “sexo do cérebro”, como também é
conhécido, refere-se a dif_grengas morfologicas e funcionais que podem existir

entre os cérebros de machos e fémeas (ARNOLD e GORSKY, 1984).

O estudo do dimorfismo sexual avangou consideravelmente 'a partir de
trabalhos que demonstraram a existéncia de nucleos, da area pré-optica de
ratos, ligeiramente maiores nos machos quando comparados com 0s mesmos
nGcleos em fémeas. Além disso, nesta mesma area, também 6 volume celular
apresentava-se significativamente maior em machos (GORSKY et al.,
1978).Indicando que o dimorfismo possa estar relacionado com hipertrofia

~ celular.

Tais nucleos foram posteriormente denominados de nucleos



sexualmente-dimérficos da area pré-optica (NSD-PA), estando presentes em
todas as espécies de mamiferos estudadas, inclusive a humana. Desta
maneira, a pesquisa sobre as diferengas morfoldgicas ou fisioldégicas no

sistema nervoso, vem sendo relacionada com os estudos sobre NSD-PA.

(MADEIRA e LIEBERMAN, 1995; GORSKY et.al.,1978).

No Sistema Nervoso Central, ja foram descritas diversas areas que
apresentam dimdrﬁsmo sexual, resultando em diferengas morfolégicas
(MCEWEN,1977;1979) e comportamentais (WARREN et al.,1995). Tais
diferengcas incluem alteracbes do volume neuronal, comprimento das
arborizagdes dendriticas, numero de espinhos dendriticos, fbrma e localizagcéao
das si'napses sobre um determinado grupo de neurdnios (MCEWEN, 1979 ;
GOY e McEWEN, 1980), neurbnios piramidais maiores no cértex
somatossensorial em ratos machos (GREGORY , 1975); aumento do tamanho
e numero de neurdnios em varias areas do cortex somatossensorial de ratos
machos (YANAI, 1979a); espessura maior em areas dQ cértex de animais
machos (PFAFF, 1966; YANAI, 1979b; REID e JURASCA, 1992); ratos machos
com arvores dendriticas maiores no cortex pré-frontal (KOLB e STUWART,
1991; MADEIRA e LIEBERMAN, 1995); complexo hipocampo-giro denteado do
lado direito dos machos, mais espesso do que o das fémeas (DIAMOND,
1987). As alteragbes encontradas nos cérebros de machos e fémeas estdo
vinculadas a a¢ao dos hormonios esterdides gonadais.( ARNOLD e GORSKY,

1984; DIAMOND, 1987; McEWEN,1979; McLUSKY e NAFTOLIN, 1981;



GOULD, et al., 1990; HIEMKE et al., 1992, MADEIRA e LIEBERMAN, 1995;

SEGURA-GARCIA, 1996; SEGOVIA e GUILLAMON,1996).

Esterdides gonadais , como o estradiol, a progesterona e a testosterona,
s&o semelhantes entre si e muito similares ao colesterol, molécula a partir da
qual esses esterbides s&o sintetizados. Os hormodnios sexuais, que séo
lipossoluveis, atravessam a membrana celular € se unem a um receptor
nuclear. Estes receptores podem estar soluveis no citosol ou no nucleo, e
sdo proteinas monoméricas que se ligam ao acido desoxirribonucléico (ADN)
através das “alcas” ricas em cisteina. Acredita-se que estas “alcas”
envolvam as hélices de ADN (GOODMAN, 1994). O receptor especifico, apos
ser ativado pelo hormonio, abre-se, mostrando o local de ligagdo (no centro
da molécula receptora) ao ADN chamados de elementos hormonio-
responsivos. Tal processo resulta no aumento da atividade de uma enzirﬁa
denominada ARN-polimerase e também na produ¢do do ARN-mensageiro
(ARNm). As moléculas de ARN, sintetizadas a partir de um molde de ADN,
tém como fungcdo levar mensagens as organelas celulares que sintetizam
proteinas (RANG e DALE,1991). As proteinas formam a base do
funcionamento celular, onde algumas atuam como enzimas catalisadoras de
reacées quimicas, outras sdo parte da estrutura celular de seu esqueleto
interno ou de porcbes de suas membranas (receptores). Desta forma,

producédo de determinadas proteinas pelos neurbnios, os hormonios sexuais



tém muitas maneiras de afetar a fungéo cerebral ( GARCIA -SEGURA, 1996).

Todos os esterdides que mostram atividade sobre o cérebro, seja de
~ origem glandular ou cerebral, metabolizados ou n3o, sdo chamados de
esteréides neuroativos (SEGOVIA e GUILLAMON, 1996). Em ratos machos e
fémeas os esterdides neuroativos, como a testosterona e o estrogénio, séo
retidos competitivamente no hipotalamo, area pré-6ptica e amigdala e estes
eventos foram observados em ratos com até 5 dias de vida poés-natal
(McEWEN, 1979; McLUSKY e NAFTOLIN, 1981). Assim, as teorias mais
aceitas na atualidade sobre a origem do dimorfismo sexual baseiam-se em
trabalhos sobre os efeitos dos esterdides gonadais no periodo perinatal,
periodo no qual se origina o NSD - PA (ARNOLD e GORSKY, 1984; McLUSKY

e NAFTOLIN, 1981; SEGOVIA e GUILLAMON, 1996).

Existem células que concentram esterdides gonadais ou seus derivados
em areas cerebrais, controlando a Ii.berag;éo de gonadotrofinas e o
consequente comportamento sexual de mamiferos e de outros vertebrados. Ja
na década de 70, verificou-se que as células nervosas, que apresentavam
afinidade por esses horménios, estavam localizadas prioritariamente nas areas
denominadas como cérebro “periventricular” (STUMPF, 1970), conhecidas hoje
como nucleos hipotalamicos periventriculares (MADEIRA e LIEBERMAN,

1995).



Além de serem observadas nas areas ja descritas, evidenciaram-se
esterbides gonadais em outras regides do Sistema Nervoso Central, tais como
na formacgao hipocampal, (WOOLLEY e McEWEN, 1993; GOULD, et al., 1990;
ROOF e HAVENS, 1992; DIAMOND, et al. 1983; WIMER e WIMER, 1985;
BETTINI, et al., 1992; ROOF, 1993; PARDUCZ e SEGURA-GARCIA, 1993) e
em determinadas areas corticais como no cortex entorrinal, areas proximas ao
sulco rinal e cértex piriforme (STUMPF et al, 1974, MULDOON, 1980;

MADEIRA e LIEBERMAM, 1995;).

A producgao de testosterona pelos testiculos de ratos inicia-se no 13° dia
de vida intra-uterina, estendendo-se ao longo de toda a vida do animal
(McEWEN, 1979). Diversos estudos, mostram que as alteragdes morfologicas
provocadas pelos esterdides gonadais masculinos ocorrem durante “periodo
critico’ que ocupa a primeira semana de vida poés-natal, (GODINA e
BARASSA, 1964; COTMAM, et al., 1973; ZIMMER, 1977; McEWEN, 1979,
GOY e McEWEN, 1980; McLUSKY e NAFTOLIN, 1981; MADEIRA e
LIEBERMAM, 1995; GARCiA-SEGURA,‘ 1996). Os padrées sexuais dimbrficos,
tanto morfolégicos como comportamentais de diversas espécies. animais, séo
resultado -da presenca ou auséncia de androgénicos durante o "periodo
critico”, em relagdo ao desenvolvimento (GOY e McEWEN, 1980; McLUSKY e
NAFTOLIN, 1981). Nesta fase, a testosterona é fundamentalmente importante

no estabelecimento dos padrées morfoldégicos e comportamentais de machos



(McCEWEN, 1979; GOY e McEWEN, 1980; MADEIRA e LIEBERMAM,1995).

A testosterona provoca uma série de mudangas no cérebro em
desenvolvimento, cujo resultado é a “masculinizacdo”. Assim, o sexo gonadal
acaba determinando o sexo fenotipico do cérebro. A presenca dbs testi’culos e,
portanto, a possibilidade de produzir testosterona durante o periodo “critico” de
diferenciacdo sexual do cérebro, tem como conseqiéncia o desenvolvimento

de uma estrutura cerebral do tipo masculina ( GARCIA-SEGURA, 1996).

Sabe-se que os neurbnios de muitas areas cerebrais sdo capazes de
transformar testosterona em estradiol, sugerindo que grande parte dos efeitos
masculinizantes sobre o cérebro deva-se a presenca de estradiol em sitios que
apresentam receptores para o mesmo (McLUSKY e NAFTOLIN,1981;
GARCIA-SEGURA, 1996). Os neurdnios areas podem transformar a
testosterona em estradiol, gragas a uma enzima sintetizada e secretada
principalmente nas células do nucleo sexualmente dimoérfico do
hipocampo(BALTHAZAR e JOIDART,1993) , Chamada de aromatase
(McLUSKY e NAFTOLIN,1981; SEGOVIA e GUILLAMON, 1996), explicando a
presenca de receptores de estradiol em determinadas regiées do Sistema

Nervoso Central (STUMPF, et al., 1975; DIAMOND, 1983)

Apesar da possibilidade do estradiol ser um hormonio responsavel pela

masculinizacdo, fémeas recém nascidas, com taxas séricas aumentadas de



estradiol, ndo se masculinizam neste periodo. Isto encontra fundamento no
fato de que este horménio apresenta grande afinidade por uma proteina
circulante, a o - feto proteina. Ao se unir com a molécula do estradiol, a o-feto
proteina forma um complexo relativamente grande, n&o |he permitindo chegar
ao cérebro, pois este ndo ultrapassa a barreira hemato encefalica (McLUSKY

e NAFTOLIN, 1981; SEGOVIA e GUILLAMON, 1996).

A remogado cirurgica das gbnadas em ratos durante as primeiras
semanas de vida pés-natal promove alteracbes morfolégicas marcantes em
varias regifes corticais e em outras areas do Sistema Nervoso Central (VAN
EDEN, et al.,1954 ; DIAMOND, 1987; MADEIRA e LIEBERMAM, 1995).
Fémeas neonatas ovarioectomizadas, quando aduitas, apresentam um padrao
de cértex semelhante ao cértex dos machos, ou seja, 0 hemisfério direito é
maior do que o esquerdo (DIAMOND, 1987). A ovarectomia em ratas
neonatas produz na vida adulta uma diminuigdo quanto a densidade de
espinhos dendriticos no campo de Ammon do hipocampo ( GOULD, et'
al.,1990). A castracdo em camundongos machos com 20 dias de vida pos-natal
previne o pico de formagdo de espinhos dendriticos de algumas células -

hipocampais, que ocorre por volta do 35° dia de idade (MEYER, et el., 1978).

M

PFAFF (1966) observou diferencas entre machos no 7°. dia de vida

pos-natal entre animais castrados e n&o castrados, na area pré-6ptica lateral e



nos nucleos habenulares . GOY e McEWEN (1980) demonstraram que o
periodo considerado “critico” para os ratos é o 5° e ndo o 7° dia de vida pés-
natal, periodo em que ocorre um aumento subito das taxas séricas de
testosterona, podendo este hormbnio causar efeitos vmorfo-fisiolégicos e
comportamentais. Tais estes efeitos que podem ser classificados como

organizacionais e ativacionais. (GOY e MCEWEN, 1980).

A) Organizacional: Esta relacionado com modificagbes permanentes
na citoarquitetura neuronal. Morfologicamente, pode-se encontrar alteragbes
relacionados com tamanho dos neurdnios, tamanho de seus nucleos e nimero
celular, no tamanho do numero de espinhos dendriticos ou ainda aumento no
volume de um determinada area do cértex (MCEWEN,1979; GOY e McEWEN,

1980; HIENKE, et al.,1992).

B) Ativacional : Promove alteragbes transitérias e reversiveis na
fisiologia neuronal, podendo esses efeitos diminuir, em auséncia ou supressio
de esterbéide (GOY e McEWEN, 1980). O efeito ativacional, que indica
alteragbes induzidas por esterdides sexuais, pode produzir modificagbes
morfo-fisiolégicas das sinapses, producdo de metabolismo energético, sintese
protéica, recuperagdo e degradagéo» de neurotransmissor ( GARCIA-
SEGURA, 1996). Por outro lado, pode também promover mudangas

comportamentais, como na aprendizagem e memoria asim desta maneira,



WARREN et al,, (1995), ROOF, (1993), demonstraram a correlagéo entre o
tamanho celular e a melhor performance de tarefas espaciais em machos .
ROOF e HAVENS (1991), em experimento semelhante, ja haviam mostrado
a correlacdo, como aumento do volume dos somata das células granulares do
giro denteado com um melhor desempenho de animais testados em labirintos

e tratados com testosterona.

1.2 - Formagao Hipocampal

A formagdo hipocampal de ratos inclui o subicuium, giro denteado,
hipocampo e cortex entorrinal (MADEIRA e LIEBERMAN, 1995). Esta regido
estd intrinsecamente relacionada com a meméria espacial, processos
cognitivos e emocionais. Foram observadas diferencas sexuais nesta regiéo,
- tanto sobre aspectos comportamentais ( MAREN, et al., 1994), quanto a
aspectos anatomicos (MADEIRA, et al., 1991; BETTINI, 1992; ROOF, 1993;

PARDUCZ e GARCIA - SEGURA, 1993).

As principais alteragdes morfoldgicas induzidas pelos esterdides
gonadais, no desenvolvimento da formagdo hipocampal de ratos, também
ocorrem durante a primeira semana de vida pés-natal, (GODINA e

BARASSA,1964; COTMAN, et al., 1973; ZIMMER, 1977;). Todas as células
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piramidais do hipocampo diferenciam-se apds o nascimento e cerca de 85%
das células da camada granulosa do giro denteado s&o formadas nas
primeiras semanas de vida pds-natal (ANGEVINE, 1965; ALTMAM e DAS,

1965).

Enquanto algumas estruturas, que compéem a formagao hipocampal,
estdo bem descritas quanto as diferengas morfolégicas, fisioldégicas e
comportamentais induzidas pela presenga de esterdides gonadais no periodo
considerado critico, no cértex entorrinal, poucos sao os trabalhos que
evidenciam possiveis diferencas nesta regido, proporcionando assim uma
gama de possibilidades de se desenvolver trabalhos relacionados com esses

aspectos.

1.3 - Cortex Entorrinal

O cortex entorrinal (CE) do cérebro de rato faz parte da formacéo
hipocampal, juntamente com o subiculum, giro denteado e o hipocampo. E
uma estrutura alongada, em forma de “C” com seu longo eixo ou septotemporal
orientado desde o nucleo septal (S) rostralmente até o cértex temporal (T),
ventrocaudalmente. O eixo curto ou transversal (TRANS) orienta-se

perpendicularmente ao eixo septo-temporal (fig.1) (AMARAL e WITTER,1989)
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Junto a regido caudal do eixo transversal da formagdo hipocampal,
encontra-se o subicuium e o CE que formam a regido perirrinal, (fig. 1).
Separam-se apenas por um feixe de fibras claras e de forma relativamente

compacta, denominado feixe angular (AMARAL e WITTER, 1989).

Fig. 1 - Desenho esquematico adaptado de Amaral e Witter (1989), modificado, indicando a posigio da formagéo
hipocampa' no cérebro de rato,(S) nucleo septal ,(T) cortex temporal ,(TRANS) eixo transversal, (CE) cortex entorrinal ,(GD)

giro denteado ,(SU) subicuium ,(FA) feixe anguiar.

O CE de humanos, (area 28 de Brodmann,BRODAL, 1984) e em outras

espécies de primatas, insere-se na porgao anterior do giro hipocampal (KASS,
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1987) da regido ventro-medial do lobo temporal, (FU DU, et al., 1995;
INSAUSTI, et al., 1995; GOLDEMBERG, et al., 1995). Em roedores o CE
apresenta duas regides distintas: cdrtex entorrinal lateral (LEA) e cortex
entorrinal mediai (MEA) (KOHLER, 1986; SWANSON, et al., 1987). Estas
subdivisbes podem variar numericamente, dependendo da espécie estudada
(VAN HOESEN e PANYA, 1985; AMARAL, et al., 1987; INSAUSTI, et al., 1995;

MADEIRA e LIEBERMAN, 1995).

De identica maneira que o neocértex, o CE divide-se em 6 camadas
neuronais distintas, identificadas por algarismos romanos(KOHLER,
1986,1988) (Fig.2).E importante salientar que as duas regibes do CE
apresentam tipos celulares distintos. No LEA, a camada |,chamada de
plexiforme, ou molecular, € rica em fibras, com poucas células nervosas
possuindo axdnios curtos e de tamanho mediano. A camada |, ou granular,
apresenta  células, com axbnios curtos, dividindo-se ainda em duas
subcamadas: a externa (lla), com neurdnios triangulares (de tamanho médio) e
semi-lunares (pequenos), e a interna (llb), mais espessa, formada por células
fusiformes, ovoides (de tamanho médio) e até mesmo pode-se encontrar
neurdnios piramidais (RAMON Y CAJAL, 1995). A camada Il ou de células
piramidais (GERMROTH et al. 1989), consiste predominantemente de
neurdnios de tamanho médio. A camada IV, ou granular interna, é constituida

por células de tamanho médio em forma de estrela. A camada V é também
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denominada de piramidal interna. A camada VI, ou polimdrfica, é constituida
por células triangulares, ovdides e fusiformes com dendritos longos, podendo
inclusive atingir a substancia branca ou ascender até a camada |(RAMON Y
CAJAL, 1995). KOHLER (1986) encontrou, também, uma expansdo maior na
camada IV e VI do LEA quando comparadas com as mesmas camadas do

MEA.

Na regido medial (MEA) do C.E também as camadas celulares sao
diferentes e podem ser divididas em seis camadas (KOHLER,1985,1988;
RAMON Y CAJAL,1995): camada | plexiforme ou ainda de células
polimérficas; camada Il, granular externa ou de células estreladas
(GERMROTH, et al.,1989). Em preparacdo de Nissl , estas células sdo
grandes , apresentam abundantes corpusculos de Nissl em seus citoplasmas
e nlcleo grande. Ainda na mesma camada, se pode encontrar células
piramidais, poucos neurdnios com axonios curtos e células triangulares. A
camada lll, ou piramidal, apresenta células de tamanho médio. A camada
IV, granular interna ou estrelar, possui células agrupadas, ou células
piramidais em pouca quantidade. Esta camada contém abundantes fibras
direcionadas horizontalmente. A camada V ou ganglionar & constituida por
células piramidais pequenas. A camada VI, ou polimérfica ou fusiforme,
apresenta células poligonais, fusiformes ou triangulares, ‘seus ramos podem
terminar tanto dentro da substancia branca como nas demais camadas

(RAMON Y CAJAL, 1995).
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Fig.2 - Desenho esquematico modificado de KOHLER (1986), mostrando segdes horizontais da regido
hipocampal. Neste, evidenciam-se as seis camadas do (CE) cortex entorrinal, (LEA) area ou cortex entorrinal lateral,

(MEA) area ou cortex entorrinal medial (FA) feixe angular e o (SU) subiculum.

As camadas Il e IV do MEA possuem projecdes direcionadas,
longitudinalmente, para a parte ventral do cértex entorrinal, de modo que a
inervagao torna-se sucess-ivamente mais densa em niveis ventrais. Cada
camada do MEA inerva a camada imediatamente superficial a ela e todas as

suprajascentes. As camadas (I e lll, qgue sdo as principais origens de
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projecoes do MEA (fig.3), estdo densamente inervadas e retroalimentadas
pelas camadas mais profundas. Ja as camadas IV e VI possuem projecbes
divergentes, sendo que a maior parte dessas proje¢des alcanca as camadas |

e Il ao longo dos seus eixos longitudinais (KOHLER, 1986).

Cértex
Entorrinal

Area Pa
" Denteada ra

subiculum

Pre
subicuium

CA, gublcutum

Fig.3 - Desenho modificado de KOHLER, (1986-1988), mostrando a organizagdo principal das ligagbes
intrinsecas do cortex entorrinall. As camadas do cdrtex separadas por linhas pontinhadas; as setas indicam as projegdes,

(MEA) area entorrinal medial, (LEA) area entorrinal lateral, (CA: ) campo de Amonn 1, (CA: ) campo de Amonn 2.
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As conexdes intrinsecas da regido lateral (LEA) do CE s&o resultado de
projecGes longitudinais tanto para direcdo ventral como dorsal, onde as
projecdes para a regido ventral sdo mais proeminentes. Neuronios da camada
ila e lIb projetam seus axdnios para essas mesmas areas e ascendem para a
camada |, passando pelo MEA, dirigindo-se para o parassubiculum e
subicuium. As células da camada Ill sdo bem delimitadas nesta area,
possuindo proje¢Ges macicas para a camada lla, lIb e |. Da mesma forma os
neurdnios da camada'IV , V e VI possuem densas projegbes para as camadas
adjacentes e mais superficiais. A camada V apresenta fracas projecdes para
a regido mediai, 4 as camadas |V e Vi possuem projecdes mais

proeminentes em diregdo ao MEA.

Cada componente da formag¢do hipocampal e outros locais do SNC
mantém comunicagdes de forma diferente com a regido medial do CE, ou seja:
a camada Il da regido medial (MEA) recebe aferentes do parassubiculum; a
camada Il (do MEA), do pré-subuculum, a camada IV do subiculum,
(KOHLER,1985,1986) e as camadas V e VI de outras areas do sistema
nervoso central (tdlamo, nucleo amigdaléide basolateral, (PARE, et al., 1995),
cortex visual, nucleo da rafe, bulbo olfatério, nucleo septo mediai e

principalmente do hipocampo (BRODAL, 1984).
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Da mesma maneira, a camada Il do (LEA) recebe aferentes do
parasubiculum e pré-subiculum, a camada Il recebe projecdes do pré-
subiculum, as camadas IV e V recebem do subiculum e, finalmente, a ultima

camada (VI), recebe proje¢des da formagéo hipocampal.

Estes aferentes atingem o LEA e o MEA nas diferentes camadas de
cada uma das regides (SWANSOM, et al.,1987). Quanto a organizacgio
laminar, ocorrem inervagdes preferencialmente nas camadas mais profundas

do cértex entorrinal (KOHLER, 1985a; GOOD e MORRISON, 1995).

Os neurdnios do cortex entorrinal projetam suas fibras principaimente
sobre a formacgéo hipocampal (BRODAL, 1984; KOHLER,1985b; SWANSON,
et al., 1987; WITTER, et.al. 1988), para o cortex estriado (FINCH, et al., 1995),
area perirrinal e cértex piriforme (KOHLER,1988).  As projegbes dentro da
formagé&o hipocampal s&o feitas por duas vias. A primeira, através do fasciculo
perfurante, composta por neurbnios da camada |l com projecao para o giro
denteado e CA3, (STEWARD e SCOVILLE, 1976; AMARAL e WITTER, 1989;
FU DU et al, 1995, MADEIRA e LIEBERMAM, 1995, EMPSON e
HEINEMAN,1995), (Fig. 4). O fasciculo alvear, que é originado de neurdnios
da camada Ill com projegées para o subicuium e CA1, corresponde a segunda

via. (MADEIRA e LIEBERMAM, 1995), (Fig.4).
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Fig.4 - Desenho esquemdtico adaptado de SWANSON, et al,, 1987, onde mostra as projecdes do cortex
entorrinal em diregdo & formagdo hipocampal. Os algarismos romanos mostram as camadas do cértex entorrinal; as setas
grossas indicam o fasciculo perfurante (FP); setas delgadas apontam o fasciculo alvear (FAL); (GD) giro denteado; (SU)

subiculum; (CA1, CA2, CA3) os campos de Ammon, 1,2,3.
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As camadas Il e lll da regido medial sdo as principais origens de
projecbes do cortex entorrinal para a formagcdo hipocampal e  estido
macicamente inervadas por camadas mais profundas. (KOHLER, 1985b). o)
hipocampo e o subicuium inervam as camadas IV e VI do cértex entorrinal de
ratos. Anatomicamente, esses elementos juntos constituem um circuito préprio
desta regido, ou seja o circuito entorrino-hipocampal. (VNEK, GLEASON e

KROMER, 1995).(Fig. 5)

=

Fig.5 - Diagrama resumido das conexdes intrinsecas da formagdo hipocampal, adaptado de AMARAL e

mo

WITTER (1989). (CE), cértex entorrinal;(GD), giro denteado; (CA3-H, CA2-H. CA4-H), comos de Amonn 3,2,4 do

hipocampo; SU, subicuium.

O coértex entorrinal possui ligagcdes com varias areas do cérebro e a
maioria de seus aferentes, dirige-se para o hipocampo como uma estagdo
retransmissora, um relé ( SCHWARCZ e TAMMINGA, 1995 AMARAL e
WITTER, 1989). Constitui-se ainda uma area importante para o

estabelecimento dos processos fisiolégicos cognitivos, como memobria e
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aprendizado, uma vez que esta relacionado deretamente com a formacgao

hipocampal (Mc EWEN, 1979).

Para que se forme o padréo citoarquitetonico do CE varios fatores agem
durante sua corticogénese. Embora acredite-se que uma possivel agao dos
esterdides gonadais no periodo critico possa atuar sobre sua citoarquitetura,

ndo se encontaram relatos na literatura consultada, que justifique tal hipotese.

Assim, o presente trabalho procurou analisar mudancas morfoldgicas
no volume dos corpos celulares dos neurbnios do CE, nas camadas Il e [V nas
regides lateral (LEA) e medial (MEA), produzidas pela castragdo em ratos

machos no 5° dia de vida pds-natal quando os animais atingiram a vida adulta.



2. MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foram utilizados 17 ratos com 5 dias de vida pés-natal,
obtidos junto ao biotério central da Universidade do Vale do Itajai e divididos
em dois grupos: castrados (C, N=8), submetidos a castracdo cirurgica e
controle (NC, N=9) submetidos ao mesmo trauma cirdrgico, porém sem

castragao. Procedeu-se 0 seu quando estes atingiram 90 dias de vida.

2.1-Procedimentos Cirargicos: Castragao

Os animais dos 2 grupos foram anestesiados com éter sulfurico por
inalacéo, e fechados em recipiente de vidro. Em seguida, foram dispostos
sob uma lupa com poder de resolugdo 10X, fixados a uma plataforma cirdrgica
com fita adesiva, procedendo-se duas incisdes paralelas a cicatriz umbilical na

regido abdominal inferior (fig. 6).

Nos animais do grupo castrado, os testiculos foram removidos e a ferida
suturada. O ato cirurgico foi precedido de incisdo nos tecidos, até a cavidade
abdominal. Apods a visualizagdo do testiculo, este foi amarrado com o fio de
sutura e feito o corte abaixo do né para evitar hemorragia (fig.6).
Posteriormente foi suturada a incisdo cirurgica, respeitando os planos |

anatomicos.
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Nos animais do grupo controle foram realizados todos os
procedimentos cirurgicos, menos a remogdo dos testiculos. Apbs os
procedimentos cirurgicos todos os animais foram imediatamente devolvidos as
respectivas ninhadas, permanecendo com suas maes até atingirem vinte e um
dias de idade. Posteriormente, os animais foram separados de suas maes,

colocados em caixas contendo no maximo 2 animais e receberam alimentagao

“ad ibitum”.

Fig.6 - Castrag@o dos animais , onde as setas indicam o local da incisdo e trag@o do testiculo (T) esquerdo de
um rato com S dias de vida. Para a tragdo emprega-se um fio de sutura, posteriormente seciona-se abaixo do né cirtrgico

para a retirada do testiculo.



2.2 - Perfusao

Quando atingiram 90 dias de vida (idade adulta), todos os animais foram
anestesiados com hidrato de cloral (33mg/Kg. i.p.), fixados em decubito dorsal
em uma mesa cirurgica adequada, realizando-se uma Incisdo cirurgica
longitudinalmente, desde a regido peri-umbilical até a regido cervical inferior.
Posteriormente, injetou-se no ventriculo cardiaco esquerdo, 0,1 ml de
Heparina e imediatamente apds , no mesmo local, aplicou-se uma solugao
salina tamponada (PBS 0,1M, pH 7,4) durante 5 minutos (300 ml para cada
animal), seguida por uma solugdo de formaldeido a 10% diluido em PBS por

vinte minutos (150 ml para cada animal).

2.3 - Obtengao dos cortes

Apés a perfusdo, as cabecas dos animais foram removidas e 0s 0Ss0s
do cranio cuidadosamente retirados com auxilio de um alveolétomo,
preservando-se as estruturas corticais. As cabegas com os cérebros expostos
e identificados, foram mantidas na mesma solugdo fixadora por mais de 6

horas.

Posteriormente, os cérebros foram cortados com auxilio de uma navalha

descartavel para microtomia, separando-se os dois hemisférios cerebrais



24

(esquerdo - direito) no plano sagital mediano. O hemisfério esquerdo é
preservado intacto e o hemisfério direito secionado no plano horizontal,
exatamente ao meio do fléculo (Bregma 7,3mm, lateral 12.6mm; plano

estereotaxico de PAXINOS e WATSON, 1982), dividindo assim em duas

porgcdes (DS-direito superior e DI-direito inferior).

Fig. 7 - A-) Encéfalo de rato adulto, seccionado com o auxilio de uma lamina descartavel para microtomia (seta),
seccionaram-se os dois hemisférios cerebrais, separando-o em direito (1) e esquerdo (2); B-) Momento da separagd@o do
hemisfério direito no plano horizontal em duas porgdes superior (S) e inferior (I), o nimero 1 indica o floculo e 0 2 o
cerebelo; C-) Pegas anatdmicas obtidas apds as segdes. Na parte superior da fotografia, pode-se observar o hemisfério
esquerdo, (1) na parte intermedidria, percebe-se a por¢a@o superior do hemisfério direito, (2) na parte inferior da fotografia,

observa-se a porgao inferior do hemisfério direito (3).
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2.4 - Técnica Histologica

As pecas fixadas foram submetidas a técnica histologica de rotina para
inclusdo em parafina. Apos a lavagem (com agua corrente por 2 horas), as
pecas foram desidratadas em alcool de concentragdo crescente durante 14
horas, diafanizadas com banhos de xilol e emblocadas em parafina liquida.
Deste material foram obtidos cortes semi-seriados (100 em 100um ) com 10um
de espessura e corados pelo método de Nissl com cresil violeta

(MICHALANY, 1980).

2.5 - Determinagao do nivel de corte e codificagdao das laminas:

Cada lamina histolégica assim obtida contém 2 cortes histolégicos dos
hemisférios direitos de cada um dos animais. Optou-se por inutilizar todas as
que estavam tecnicamente inadequadas, assim como aquelas que nao
continham o cortex entorrinal. Apds esta primeira triagem, determinou-se o
nivel de corte horizontal do cérebro, segundo orientagéo do atlas estereotaxico
do rato de Paxinos e Watson (1982). Decidiu-se examinar trés niveis de corte
para a mensuragdo dos somata :ventral (1,9 interaural), intermédio (3,9
interaural) e dorsal (5,4 interaural). Todas as laminas foram observadas e seus

niveis anotados, identificados com numeros € letras, a fim de impedir que o
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observador identificasse a qual grupo (C ou Nc) a lamina pertencia. Nesta

identificagc&o foram utilizados os seguintes critérios:

- definicdo da sequéncia de cortes obtidos em cada um dos blocos do

hemisfério direito;

- definigdo do grupo (C ou N) ao qual o animal em analise pertencia,
sendo que este grupo nado foi identificado pelo observador. Dados foram
anotados em uma planilha separada, sem que o0 observador tivesse

conhecimento prévio dos cédigos.

2.6 - Obtengéao dos resultados

As laminas obtidas, selecionadas e niveladas foram submetidas a
analise morfolégica, empregando-se microscopia Optica em campo claro.
Nesta analise foram coletados dados do volume dos corpos dos neurbnios das

camadas corticais |l e IV das regiées LEA e MEA do cortex entorrinal.

As camadas acima foram escolhidas para contemplar camadas
relacionadas com as aferéncias ao cértex entorrinal (camada V) e

relacionadas com as eferéncias do cértex entorrinal (camada Il).

Para a determinacdo dos volumes do soma dos neurdnios, utilizou-se

uma ocular de medi¢do com o tambor rotativo modelo K8X (“Carl Zeiss”),
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adaptada ao microscopio de luz com objetiva de 100X. Apds a projecdo do
campo da ocular sobre a lamina na area em estudo, procurou-se tomar o
cuidado em medir somente os neurdnios que apresentavam nucleos com forma
elipsdide com nucleo e nucléolo evidentes, adequadamente corados com
grumos de Nissl evidentes. Os demais foram desprezados, evitando-se falsos
resultados. Desta forma foram mensurados dois diametros perpendiculares ao
nucleo. Ap6s medir os dois diametros, calculou-se o volume, segundo a
férmula utilizada por SALVATORE, (1972): V= (A x B)/1.91, onde: (A) menor
diametro, (B) maior diametro e (1.91) constante (Fig. 9). Assim, mediram-se 8
corpos celulares de cada camada (lI-lV) de cada regido do codrtex
entorrinal (LEA e MEA) para cada um dos niveis escolhidos, resultando
um total de 1.344 células contadas, 32 somata por lamina histologica e 96
somata por animal, conforme tabela 1. Obedecendo os critérios previamente
determinados e encontradas falhas de técnicas em algumas laminas
histologicas, nem todos os animais puderam contribuir com os trés
niveis analisados. Os numeros de pericarios examinados em cada
lamina histolégica podem ser observados na tabela 1 e os locais onde

foram efetuados as mensuragcbes podem ser observados na figura 8.



Fig. 8 Mostrando os locais onde foram efetuados as mensuragdes dos volumes dos soma dos neurdnios do cortex
entorrinal. Algarismos romanos indicam as camada celulares,(LEA) cértex entorrinal lateral, (MEA) cértex entorrinal medial.
Barra= 50um, colorag@o Nissl.

Figura- 9 Fotomicrografia de neurénios da camada Il da regido medial do cértex entorrinal de rato, mostrando
didmetro (A) menor e o didmetro (B) maior. Aumento 100 X. Barra= 15um, coloragdo Nissl.



Tabela 1. Numero de células observadas em cada camada do CE, nos trés niveis estudados.
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Castrados Nao castrados
CAMADAS  No. de CELULAS NIVEIS CAMADA N° de CELULAS
*Il MEA 64 VENTRAL Il MEA 56
**|V MEA 64 VENTRAL IV MEA 56
Il LEA 64 VENTRAL Il LEA 56
IV LEA 64 VENTRAL IV LEA 56
Il MEA 56 INTERMEDIO Il MEA 56
IV MEA 56 INTERMEDIO IV MEA 56
Il LEA 56 INTERMEDIO Il LEA 56
IV LEA 56 INTERMEDIO IV LEA 56
Il MEA 48 DORSAL Il MEA 56
IV LEA 48 DORSAL IV MEA 56
Il MEA 48 DORSAL Il LEA 56
IV MEA 48 DORSAL IV LEA 56
TOTAL 672 672

Tabela 1. (MEA) cortex entorrinal medial, (LEA) cortex entorrinal lateral. *|l (camada II),

*x |\V/(camada V)

2.7 - Analise dos resultados

Apos a obtengdo dos dados volumétricos dos corpos celulares dos dois

grupos, os codigos foram abertos e submetidos a tratamento estatistico, por
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analise de variancia de duas vias (ANOVA) tendo como fatores os grupos
(castrado e n&do castrado), os niveis (ventral, intermédio e dorsal) e as
camadas (Il e IV das regides lateral e medial). Os dados foram tratados por
intermédio do teste de Duncan, onde o nivel de significancia adotado foi de

p<0.05.



3. RESULTADOS

Ao efetuar as mensuragdes das estruturas em estudo, verifica-se que em
algumas laminas histolégicas, muitas células apresentavam diferencas de
tamanho entre si, de acordo com as ilustragdes da figura 12. Apds a abertura
dos codigos e a analise estatistica das diferencas entre as médias, os resultados
das diferengas de tamanho dos somata dos neurdnios do coértex entorrinal dos
ratos estudados, encontram-se nos graficos e tabelas abaixo, representando a

comparagdo das médias pelo teste de Duncan (p<0,05).

Analisando os dados obtidos com os animais castrados e controle nos trés
niveis estudados, ou seja: ventral, intermédio e dorsal, observa-se que as
diferencas dos valores do grupo do grupo castrado nos trés niveis s&o

estatisticamente significantes (Fig. 11).
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11

NC

VENTRAL INTERMEDIO DORSAL

Fig. 11 Diferengas de volume dos somata dos neurdnios das camadas |l e IV, do cortex entorrinal nos trés niveis
e nas regides analisadas. Valores médios (X + E.P.M. emum3) (o-diferencas em relagdo aos ndo castrados. p<0,05, C=

castrados, NC= ndo castrados.

Comparando os valores encontrados nas camadas Il e IV nos niveis
(dorsal, intermédio e ventral ) das regiées medial (MEA) e lateral (LEA) do cortex
entorrinal, observa-se que o grupo castrado apresentou o volume de seus somata
com valores médios (522,9 + 13,9 um®) diminuidos, quando comparados com os
valores médios (786,7 + 20,8 um°) dos somata dos neurdnios do grupo controle

e sendo diferengas também estatisticamente significantes (p<0,05).

Analisando-se os valores encontrados nas camadas Il e IV em cada nivel
(dorsal, intermédio e ventral) das regides MEA e LEA do coértex entorrinal,
observa-se que o0 grupo castrado, apresentou seus somata com valores
volumétricos diminuidos quando comparados com o controle, sendo estes

estatisticamente diferentes,(tabelas 2,3 e 4).
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Tabela 2. Valores volumétricos médios (X + E.P.M. em pm®), dos volumes dos somata dos neurdnios do cortex

entorrinal no nivel ventral das regides lateral (LEA) e medial (MEA).

NiVEL VENTRAL
7;';@5?0 N HEAi o N LEA -
CAMADA I \Y; I v
CASTRADOS 5165 +252* 5702 +323* 5105 +252* 6115 +31,7*
NAO CASTRADOS 8114 +252 9735 +46,7# 7950 +531 8698 +399

(*)-diferenga em relagéo aos ndo castrados; (#) diferenga em relagdo as camadas Il do MEA, Il e IV do LEA Nivel de

significancia,p<0,05.

Tabela 3. Valores volumétricos médios (x + E.P.M. em um?®), dos volumes dos somata dos neurénios do crtex

entorrinal no nivel intermédio das regides lateral (LEA) e medial (MEA).

NIVEL INTERMEDIO

.REGIAO MEA - LEA

CAMADA I \Y I Y}
CASTRADOS 4817 +216* 5104 +276* 5113 +293* 5026 +282*
NAO CASTRADOS 8886 +37,8 8252 +303* 688,7 +372# 7920 +36/1

(*)-diferengas em relagdo a N.C.;(**)-diferencas em relagdo a camada Il do MEA e a IV do LEA, (#)-diferengas em

relagdo a camada Il do MEA e a IV do LEA. Nivel de significéncia, p<0,05

No nivel ventral, nas regiées MEA e LEA nas camadas Il e IV, todos as
valores dos animais castrados s@o significativamente diferente em relagédo aos
valores dos animais n&o castrados (Tabela 2). Os somata dos neurdnios da
camada IV da regido medial do grupo controle é significativamente maior quando

comparados com 0s demais de seu grupo.
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Na tabela 3 s&o apresentados os volumes dos somata dos neurbnios das
camadas Il e IV do nivel intermédio do cértex entorrinal de ratos na regido medial
(MEA) e lateral (LEA) e observa-se que estes valores nos animais castrados
nao diferem e s&o significativamente (P<0,05) diferentes quando comparados
com os Vvalores dos somata dos animais controles. Os valores volumétricos
médios dos somata dos neurdnios dos animais intactos na camada |l do MEA e
da camada IV do LEA n&o diferem entre si e sao significativamente diferentes

dos demais.

Tabela 4. Valores volumétricos médios (X + E.P.M. em pym®), dos volumes dos somata dos neurdnios do cértex

entorrinal, nivel dorsal das regides lateral (LEA) e medial (MEA).

NIVEL DORSAL
REGIAO MEA LEA
CAMADA ] Y ] \Y
CASTRADOS 6458 +31,0* 510,0++26,1* o 4466 +22.4 e 4668 +22.4 o
NAO CASTRADOS 8284 +559 758,4 +49,2 5410 337 6521 +43.1

(*)- diferencas em relagdo N.C.; ( e)- diferencas em relagdo a camada Il do MEA. Os valores médios do grupo n&o castrados séo

significativamente diferentes entre si . Nivel de significancia p<0,05.

Na tabela 4 observa-se que os valores dos soma dos neurdnios das
camadas Il e IV do cértex entorrinal de ratos castrados, nas regides lateral e
medial, do nivel dorsal, s&o significativamente menores quando comparados com

neurdnios em sitios similares, dos animais ndo castrados. Pode-se observar



também que as camadas Il e IV do MEA dos animais castrados neste nivel séo
significativamente diferentes. Entretanto nas camadas Il e IV do LEA estes

valores sdo similares.
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MEA II

MEAIV

LEAlI

LEA IV

Fig. 13 Diferengas de volume dos somata dos neurnios das camadas Il e IV do cortex entorrinal, regides (MEA)

medial e (LEA) lateral. Valores médios (X + E.P.M. em pm3). ¢p-diferencas em relagdo aos nao castrados. Nivel de

significancia, p< 0,05 .C= castrados, NC= nao castrados.

Ao se observar os valores médios dos somata dos neurdnios da camada |l

e IV do MEA do cértex entorrinal de ratos castrados expressados na figura 13,

pode-se perceber que os mesmos sao significativamente (P<0,05) menores

(26,7% e 33,2% respectivamente) do que os valores médios dos somata dos

animais nao castrados.Os somata dos neurbnios da camada |l e IV na regido

LEA também séo significativamente menores (20,1% e 25,4% respectivamente).
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VENTRAL VENTRAL INTERMEDIO
MEA - Il MEA - IV

Fig.14. Diferengas de volume dos pericérios das camadas il e IV do cortex entorrinal de ratos machos, regido (MEA)
medial dos trés niveis estudados. Valores médios (X £ E.P.M. em pm’). -diferencas em relagdo aos ndo castrados. # (p<0,05)

em relagdo ao nivel dorsal na camada Il dos castrados, ¢ (p<0,05) em refagdo ao nivel ventral na camada IV, C= castrados, NC=

nao castrados.

Comparando, nos animais castrados, o volume dos pericarios da camada |l
em todo os niveis estudados na regido medial (MEA), pode-se observar que nos
niveis ventral e intermédio sdo de tamanhos idénticos , porém estes sao
significamente (p<0,05) diferentes quando comparados com os do nivel dorsal

(fig.14.).

Os valores das mesmas estruturas, porém na camada IV, mostram que a
diminuicdo do volume dos somata, nos niveis intermédio e dorsal séo
semelhantes entre si, e sdo significamente (P< 0,05) menores que o0s do nivel
ventral . No MEA, a camada I, do nivel ventral, apresentou um indice de 40,3%

menor quando comparada com a camada similar dos animais castrados. A
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camada Il no nivel dorsal foi a que apresentou menor indice no MEA(18,2%). De
forma geral, os pericarios da regido mediai apresentaram-se 29,4% menores
quanto ao seu volume, quando comparados com  pericarios de regiao

semelhante do grupo ndo castrado.

VENTRAL INTERMEDIO DORSAL VENTRAL INTERMEDIO DORSAL
LEA - 1 LEA- IV

Fig. 15. Diferengas de volume dos pericarios das camadas Il e IV do cortex entorrinal de ratos machos na regido
lateral (LEA) dos trés niveis estudados. Valores médios (X + E.P.M. em um®). y-diferencas em relagéo aos néo castrados.

(p<0.05) .

Na regiao lateral (LEA) do cértex entorrinal, os animais castrados mostram
valores volumeétricos diminuidos, dos neurdnios localizados na camada . Nos
niveis estudados (ventral, intermédio e dorsal ) os somata dos neuronios dos
animais castrados apresentam, em seus volumes, valores percentuais (29,4%,
17,7% e 9,5% ) menores que os do grupo controle. Os niveis ventral e
intermédio sdo semelhantes entre si, e com pericarios significativamente maiores
(p<0,05) que os do nivel dorsal. Porém na camada IV, os neurbnios dos

animais castrados no nivel ventral tém volume dos seus somata
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significantemente maiores (p<0,05) do que os dos niveis intermédio e dorsal. (fig.

15).

Os animais castrados que tém seus pericarios localizados na camada IV
da regido lateral, tanto nos niveis ventral, intermédio e dorsal, apresentam seu'sl
volumes com valores percentuais menores (25,8 %, 28,9 % e 18,5 %) do que os
dos animais normais. De forma geral, no grupo experimental, todo a regiao
lateral do CE apresenta seus somata dos neurdnios com valores percentuais

menores (21,6%) que os dos animais do grupo controle (fig. 15).

No grupo controle (ndo castrado) o volume dos corpos celulares
localizados nas camadas |l e IV da regido lateral sdo significativamente diferentes
em todos os niveis (ventral; intermédio e dorsal), sendo que os do nivel dorsal

s$80 menores e 0s do ventral, os maiores (fig. 15).
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4. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que ocorre uma redugéo do
volume dos corpos celulares dos neurdnios do cértex entorrinal nas camadas Il e
IV, no grupo dos animais machos castrados no 5° dia de vida pds-natal, quando
estes atingem a idade adulta (+ 90 dias). Verificou-se que a média entre os
- somata dos animais castrados (522,9 + 13.9 um®) é menor quando comparada
com a média dos somata dos neurdnios dos animais néo castrados (786,7 + 20.8
um?). Estes resultados sdo significativamente diferentes, indicando a existéncia

do dimorfismo sexual no CE.

Apesar da existéhcia de vaérios estudos demonstrando diferengas sexuais
no SNC, tais como: volume celular dos nucleos da &rea pré-Optica maiores nos
animais machos de varias espécies de mamiferos, inclusive no homem (GORSKI
et al., 1978, MADEIRA e LIEBERMAN, 1995), tamanho e numero celulares e
arvore dendritica maiores nos animais rﬁachos no cortex somatosensorial, cértex
pré-frontal e complexo hipocampo-giro denteado (YANAI, 1979; KOLB e
STUWART, 1991; MADEIRA e LIEBERMAN, 1995; DIAMOND, 1978), a Iviteratura
€ lacunar em relacdo as diferencas sexuais no cortex entorrinal. Desta maneira, o
presente estudo constituiu-se, provavelmente, no primeiro dado relatando que
esta regido sofre modificagbes estruturais, possivelmente induzidas pela

auséncia da testosterona ou de seus metabdlitos, no periodo critico.
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Encontrou-se na literatura indicativos de que a auséncia da testosterona,
ou de seus metabdlitos como o estradiol, em fases precoces da vida do animal,
pode provocar a diminui¢do do volume dos somata dos neurdnios, agindo sobre
os fatores tréficos neuronais, como por exemplo, o fator de crescimento
neuronal, que é uma proteina e que provoca a hipertrofia de alguns neurdnios.
(DAVIS et al., 1996; RICH et al., 1989; GIBBS, 1993; ARAKI et al., 1991). Embora
os resultados deste estudo ndo definam a via de interferéncia no mecanismo da
diminuicdo do volume somatico, promovida pela castracdo, os relatos acima
citados sugerem que, algumas dessas vias tenham sido alteradas apés a
castracio. Entretanto, longe de se chegar a alguma definigdo quanto a relagdo
entre modificacdo estrutural e fisiolégica, ha que se avangar nas investigacbes

no sentido de solucionar as hipéteses levantadas.

Os resultados demonstram, que a diminui¢édo do volume dos somata, apés‘
a castracdo, atinge com maior intensidade os niveis ventrais, independente das
camadas (Figuras 14 e 15). Relatos de KOHLER (1986; 1988), relacionados com
a arquitetura das conexdes intrinsecas, indicam que as camadas Il e IV tém
projecdes preferencialmente direcionadas para a parte ventral deste cértéx. Estes
achados podem estabelecer uma relagéo entre o efeito da castragdo com os

possiveis significados fisiologicos das projecdes das camadas Il e IV.
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Por ocasido da castracdo no periodo critico, induziu-se a diminui¢do das
taxas séricas de testosterona do animal, comprometendo assim a oferta de
testosterona ao cérebro. Esta circunstancia pode provocar modificagcdes morfo-
fisiolégicas e comportamentais e inclusive alterar o desenvolvimento neuronal do
animal (GOY e McEWEN, 198@). Existem evidéncias de que a testosterona por
meio do seu derivado, o estradiol, tem papel importante na sintese de tubulina,
uma proteina estrutural dos microtdbulos (NAVE et al., 1996). Os microtabulos
participam significativamente no transporte de vesiculas. que contém produtos
sintetizados pelas organelas somaticas e sdo carreadas até os prolongamentos
neuronais. Os microtubulos, ainda, s&o o0s componentes principais do
citoesqueleto e " indispensaveis para o crescimento dos prolongamentos
neuronais (GARCIA-SEGURA, 1996). Com base nestas informagdes, pode-se
inferir que a castragdo induz modificagbes estruturais nos neurdnios, podendo
esse fendmeno estar relacionado com modificagbes na formacdo dos

microtubulos e/ou modificagbes na plasticidade neuronal.

Também foi possivel demonstrar que a castracdo diminui mais
intensamente o tamanho dos corpos celulares dos neurbnios situados na regiéo
mediai (MEA), do que os somata da regiao lateral (LEA) (Figuras 14 e 15). Sabe-
se que a maioria das conexdes intrinsecas do LEA terminam no MEA e,
principalmente, nas camadas IV e VI. Ademais, KOHLER (1988) descreveu que é
principalmente da regido mediai que o CE projeta suas fibras para a area

denteada, ao hipocampo e para o complexo subicular. Isto pode ser um indicativo
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que, mesmo de forma indireta, a diminui¢do dos corpos celulares dos neurdnios
localizados na regidao medial pode interferir na conectividade desta regido com as

demais estruturas que compdem a formagéo hipocampal.

Alguns comportamentos sdo induzidos direta e indiretamente pela formacgao
hipocampal. Homens e mulheres sado diferentes, ndo somente nos aspecfos
fisicos e reprodutivos, mas também na forma com que resolvem seus problemas
.intelectuais. Estas diferencas parecem se relacionar com padrées de habilidades
e nao com o nivel global da inteligéncia. Erﬁ média, os homens realizam melhor
que as mulheres certas tarefas espaciais, tém vantagens em testes que
necessitam imaginar um objeto em rotagdo ou quanto a mahipulagéo deste objeto
de outra maneira, e ainda na forma como navegam através de uma rota

(KIMURA, 1992).

Somado a estes aspectos, cabe ressaltar que o hipocampo relaciona-se
com uma variedade de comportamentos, como membria e aprendizagem
(principalmente memoria espacial) e que muitos estudiosos estdo direcionando
suas atencbes a contribuicdo dos yérios aferentes e eferentes para com os
processos cognitivos. Dentro deste contexto, o CE é o maior aferente cortical do
hipocampo e também do giro denteado. RAMIREZ et al. (1995) sugerem que
danos no CE d&o como resultado uma diminui¢do na performance de tarefas em
laberinto. Estas consideragées podem indicar que alteragées no CE provocam

também diminuicdo de comportamentos que normalmente sdo mantidos pela
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formacéo hipocampal. Talvez, além da modificacdo estrutural no CE, como ficou
demonstrado que a castracdo possa também causar alteragbes de

comportamento nos animais.

Existem evidéncias de que os somata dos neurbnios do CE da camada IV
em animais normais sdo menores quando comparados com o de outras camadas
(RAMON Y CAJAL, 1995). Neste trabalho, os corpos celulares da camada IV dos
animais controle apresentaram-se com volumes maiores em todos os niveis, nas
duas regides analisadas (LEA e MEA).

O numero de contatos sinapticos nos ‘somata pode estar diretamente
relacionado com o tamanho dos corpos celulares dos neurdnios, ou seja, quanto
maior o soma, maior o numero de contatos sinapticos, comprovado por
GOLDERBERG et al. (1995), ao estudar os neurdnios da camada Il do CE, em
primatas. Estes dados sugerem que a castragdo, ao promover uma diminuigdo
acentuada no tamanho do soma, também pode interferir nos mecanismos
funcionais vinculados as conexdes intrinsecas do MEA, principalmente na
camada |V, regido em que este estudo indicou uma maior diminuigdo no tamanho

do soma.

Desta maneira, pode-se dizer que a diminuicdo do volume dos somata,
encontrada no grupo dos animais castrados, faz com que suas atividades
também figuem diminuidas, influenciando os circuitos que o CE estabelece, como

por exemplo, com o subicuium, cértex piriforme e o hipocampo (KOHLER, 1988).
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Os resultados do presente estudo, indicaram diferenga nos volumes dos
corpos dos neurdnios dos ratos castrados no 5° dia de vida, quando comparados
com os do grupo controle, ja adultos, ou seja: diminuiram significativamente. Da
mesma maneira os somata observados dos ratos castrados da regiéo MEA, se
apresentaram com menor volume do que os da regido LEA. Também verificou-se
serem menores os somata do nivel ventral, comparando-se aos dos niveis dorsal
e intermédio e os somata da camada |V do CE.

Como a castracdo foi realizada no 5° de vida dos animais experimentados
e sabendo-se que em ratos, neste periodo ocorrem importantes modificacbes
estruturais é possivel que as mesmas, tenham relacdo com a corticogénese

durante o desenvolvimento.

Do _presente estudo resultou uma analise de um fator morfolégico no que
se refere ao tamanho dos somata dos neurbnios de ratos castrados comparando-
se com 0 grupo controle, faz-se necessario outras buscas experimentais, que
possam definir os questionamentos discutidos neste. capitulo. Como exempilo,
poder-se-ia verificar a relacdo testosterona e/ou seus derivados (como o
estradiol), sobre os corpos dos neurdnios quanto aos aspectos morfo-funcionais,

aplicando e/ou modificando o modelo proposto.
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4.1- Consideragdes Finais

A titulo de conclusdo, os resultados obtidos através deste trabalho,
indicaram  diferengas morfolégicas (volumétricas) entre os somata dos
neurdnios inseridos nas camadas Il e IV no grupo castrado e ndo castrado, onde
foi observado que o grupo experimental apresentou um déficit de 34,7% nos
volumes de seus somata, quando comparados com os somata do grupo controle (

n&o castrados)

Verificou-se que e regido medial (MEA) do grupo experimental, apresentou
neurdnios com seus somata menores quando comparados com 0s somata dos
neurdnios da outra regido nos dois grupos estudados , o que indica que esta

regiao é mais susceptivel aos efeitos da castragdo.

Foi observado também que no nivel ventral (1,9 interaural) , os somata dos
neurdnios estudados do grupo experimental (castrados), apresentaram-se
menores quando comparados com os demais niveis do grupo controle (n&o

castrados).

Ainda verificou-se que tanto a camada IV do MEA como a camada IV do
LEA, apresentaram maior diferenca entre as médias analisadas, apresentando-se
a camada IV a mais susceptivel aos efeitos da castracdo efetuada no 5° dia de

vida pés-natal de acordo com o modelo pesquisado.
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