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RESUMO

A ocitocina (OT) atua como um neurotransmissor/neuromodulador para regular um
grande variedade de fungdes do sistema nervoso central (SNC) em machos e
fémeas, incluindo os comportamentos parentais, afiliativos e sexuais, bem como a
memoria social. A amigdala medial péstero-dorsal (MePD) é uma area sexualmente
dimérfica localizada rede neural dos comportamento sociais, que apresenta alta
concentragcdo de receptores de OT. No nivel celular, os espinhos dendriticos
apresentam morfologias diversas, que vao desde pequenas protusdes até formas
maiores, e sao considerados elementos pds-sinapticos com propriedades essenciais
para o processamento das informagdes. Os espinhos dendriticos localizados nessa
estrutura apresentam elevada plasticidade e sado afetados por estimulos sociais
dependentes do contexto. Neste trabalho, avaliamos os efeitos da delecido seletiva
do gene da OT (OTKO) na quantidade e na morfologia dos espinhos dendriticos
impregnados pela técnica de Golgi na MePD de camundongos (n = 6 em cada
grupo) fémeas (em diestro e proestro) e machos (com e sem experiéncia sexual).
Para cada animal, foram analisados 8 dendritos diferentes com 1 dendrito por
neurbnios amostrado. As 3 principais morfologias de espinhos dendriticos
encontradas na MePD foram identificadas e contadas a partir dessas amostras. Ou
seja, as caracteristicas morfologicas da cabega e do pesco¢o dos espinhos
permitiram a sua classificagcdo em fino, cogumelo e achatado. Nao foi observada
diferanca estatisticamente significativa na densidade de espinhos dendriticos entre
as fémeas em diestro. Contudo, no proestro, as fémeas OTKO apresentam uma
maior quantidade de espinhos dendriticos do que as fémeas controle (WT), sendo
que esse dado esta relacionado com os espinhos dendriticos de diferentes
morfologias. Os espinhos do tipo fino representam a metade de todas as morfologias
observadas em ambos 0s grupos, mas o numero de espinhos do tipo fino, cogumelo
e achatado foi consideravelmente maior nos dendritos proximais dos camundongos
fémeas OTKO do que nas fémeas WT. Notavelmente, esses dados também indicam
que a morfologia cogumelo apresentou os efeitos mais intensos da delegao seletiva
do gene da OT e das alteragdes na transmissao ocitocinérgica para a MePD e/ou
dentro da MePD. Nos machos, em comparagdo com WT/ virgem, o grupo

OTKO/virgem nao apresentou diferengas na densidade de espinhos dendriticos,



mas ocorreu uma reducgdo significativa na quantidade de espinhos dendriticos no
grupo WT/Com experiéncia sexual (SexExp) quando comparado ao grupo
OTKO/SexExp. Essa mudanga estrutural estd relacionada com morfologias
especificas de espinhos dendriticos. Ou seja, a experiéncia sexual induziu uma
diminuicdo no numero de espinhos do tipo fino e cogumelo, ao mesmo tempo, um
aumento no numero de espinhos do tipo achatado. Além disso, os animais
OTKO/SexExp apresentam mais espinhos do tipo fino e do tipo cogumelo do que o
grupo WT/SexExp. Nossos resultados aumentam a notoriedade da participagédo da
OT no remodelamento dos espinhos dendriticos, no refinamento sinaptico e na
plasticidade dependente de estimulos sociais na MePD, com implicagcdes funcionais

na regulagao dos aspectos reprodutivos em camundongos fémeas e machos.

Palavras-chave: Amigdala medial péstero-dorsal, morfologia dos espinhos
dendriticos, densidade de espinhos dendriticos, comportamento sexual, plasticidade

neural.



ABSTRACT

Oxytocin (OT) acts as a neurotransmitter/neuromodulator to regulate a diverse range
of central nervous system (CNS) functions in both males and females, including
parental, affiliative, and sexual behaviors, as well as social memory. The
posterodorsal medial amygdala (MePD) is a sexually dimorphic area in the social
behavior neural network, with high concentration of OT receptors. At the cellular
level, dendritic spines have shapes ranging from small protrusions to large forms and
are considered postsynaptic elements with critical properties for the information
processing. Local dendritic spines are notably plastic and affected by context-
dependent social stimuli. Here, we examined the effects of the selective deletion of
the OT gene (OTKO) in the number and shape of Golgi-impregnated dendritic spines
in the MePD of females (in proestrus and diestrus phases) and males (naive and
sexually experienced) mice (n=6 each group). For each mice, 8 different dendrites
were studied with 1 dendrite per sampled neuron. The 3 main differently shaped
spines found in the MePD were identified and counted from these samples. That is,
the morphological features of the spine head and neck allowed spine classification as
thin, mushroom or stubby/wide. There was no statistically significant difference in the
dendritic spine density between diestrus females. On the other hand, OTKO females
in proestrus have a higher number of proximal dendritic spines than control (WT)
mice and the spine density increase in OTKO mice involves differently shaped
spines. Thin spines represent half of all observed shapes in both groups, but the
number of thin, mushroom, and stubby/wide spines was consistently higher in
proximal dendrites of OTKO mice than in WT females. Notably, these data also
indicate that mushroom spines were the type that showed more intense effects
following the selective deletion of the OT gene and the altered oxytocinergic
transmission to and/or within the MePD. In males, compared to the WT/naive group,
OTKO/naive group did not differ in the density of dendritic spines, but there was a
significant and more intense reduction in the number of spines in the WT/sexually
experienced (SexExp) than in the OTKO/SexExp groups. This structural change had
a spine-specific feature. That is, sexual experience induced a decrease in the
number of thin and mushroom-like spines at the same time that increased the

number of stubby/wide spines. In addition, the OTKO/SexExp animals have more



thin and mushroom spines than the WT/SexExp ones. Our results add to the notion
that OT participates in the spine remodeling, synaptic refinement, and social stimuli-

dependent plasticity in the MePD with functional implications on the reproductive

regulation of female and male mice.

Keywords: Posterodorsal medial amygdala, spine structure, dendritic spine density,

reproductive behavior, neural plasticity.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Introducgao

O comportamento € uma das principais interfaces entre um animal e seu
ambiente. Ao longo da evolugdo, os mecanismos cognitivos e neurais foram
moldados para encontrar solugbes adaptativas e garantir a sobrevivéncia das
espécies (1,2). As respostas comportamentais que estdo relacionadas com o
desenvolvimento e a manutencdo dos vinculos sociais sdo conhecidas como
comportamentos sociais. Como sdo essenciais para a reproducdo, 0s mecanismos
neurais e hormonais que modulam os comportamentos sociais sao altamente
conservados, o que permite a manutencdo das habilidades essenciais para a vida
em grupo (3-5).

Nos mamiferos, os grupos sociais sao caracterizados por altos niveis de
complexidade no tipo e na quantidade de interagdes sociais entre os membros do
grupo, o que permite o surgimento de uma hierarquia social (4). Nas interagbes entre
machos e f€meas, os comportamentos sdo geralmente de origem afiliativa, como na
formacdo de pares e no comportamento sexual. Entre machos, as repostas
comportamentais frequentemente sdo agressivas e vinculadas a competicdo por
fémeas (6,7). As diferengas entre espécies ou entre individuos de uma mesma
espécie refletem as influéncias neuromodulatérias no desenvolvimento e na fungao
dos circuitos neurais que medeiam os comportamentos sociais (8).

A plasticidade dos circuitos neurais, em resposta a estimulos sensoriais e
interagbes ambientais, esta diretamente relacionada com a secregcdo de diversos
neuromoduladores (9—13). Um neuromodulador em particular, o horménio peptidico
ocitocina (OT), tem sido relacionado aos comportamentos sociais afiliativos,

parentais e copulatorios (14-16).

1.2 Ocitocina

Os neuropeptideos sao definidos como sequéncias biologicamente ativas,

compostas por trés ou mais residuos de aminoacidos, que sao produzidos e
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liberados por diferentes populagcdes de neurbnios e sdo capazes de influenciar
parametros funcionais em neurbnios alvo através da interagdo com receptores
acoplados a proteina G (17). Os neuropeptideos OT e vasopressina (AVP) sao
sintetizados como moléculas precursoras nos corpos celulares dos neurdnios
magnocelulares que estdo agrupados principalmente em duas estruturas
hipotaldmicas, o nucleo supradptico (SON), que se situa nas bordas laterais do
quiasma Optico e o nucleo paraventricular (PVN), localizado no hipotalamo,
adjacente ao terceiro ventriculo. Os potenciais de acdo nessas células
neurossecretoras desencadeiam a liberacdo de OT e AVP de seus terminais axonais
na neurohipéfise, formando o sistema hipotalamo-neurohipofiseal (18-22). Durante
o transporte axonal das vesiculas secretorias ocorre o processamento poés-
traducional, que produz os peptideos biologicamente ativos OT e AVP, bem como
suas proteinas carreadoras, as neurofisinas. A partir da neurohipofise, a OT atinge a
circulacédo sistémica e atua nos érgaos-alvo, promovendo a contracédo das células
mioepiteliais que envolvem os alvéolos e ductos das glandulas mamarias e o
musculo liso do endométrio, naquele estimulando a eje¢cdo do leite e neste as
contragdes ritmicas do utero, que sao responsaveis pela expulsao do feto (7,23-25).

A OT também é produzida, em menores quantidades, na zona parvocelular do
PVN. Os neurdnios desta divisdo projetam-se para outras areas do SNC, tais como:
nucleo dorsomedial do hipotalamo, nucleos talamicos, hipocampo dorsal e ventral,
cortex entorrinal, area medial e lateral do nucleo septal, amigdala, bulbo olfatorio
(OB), substancia negra, locus coeruleus, nucleos da rafe, nucleo do trato solitario e
nucleo motor dorsal do nervo vago. Apenas 0,2% dos neurbnios ocitocinérgicos
enviam concomitantemente projecdes para a neurohipofise e para outras areas do
SNC. A OT que ¢ sintetizada pelos neurénios parvocelulares do PVN, pode ainda,
ser liberada diretamente no liquor por dendritos localizados na parede do terceiro
ventriculo (21,22,26). A liberagdo central de OT tem sido associada a efeitos sociais
(10,27,28), incluindo os comportamentos sociais que dependem de olfagdo na
maioria das espécies, como o comportamento sexual (29-32), o maternal (9,33,34) e
o agressivo maternal (35). Além disso, pode ser liberada durante a escolha e a
formacao de pares sexuais e, esse peptideo associado a AVP, pode agir também
influenciando comportamentos relacionados ao estresse, ao aprendizado e a

memoria (36,37).
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A plasticidade dos neurénios ocitocinérgicos pode ser alterada dependendo
da demanda fisiolégica destas células. Isto ocorre, por exemplo, durante a
desidratacao, a lactacéo e o parto (22). Nesses casos os neurbnios magnocelulares
hipertrofiam e ocorre aumento das sinapses glutamatérgicas e GABAérgicas, bem
como a diminuigdo da quantidade e do tamanho dos prolongamentos astrociticos na
regiao (38). Ja os neurdnios do SON apresentam alteragbes morfoldégicas de acordo
com a atividade desempenhada. Por exemplo, em fémeas lactantes, o corpo celular,
os dendritos e os contatos sinapticos dos neurdnios ocitocinérgicos aumentam, o
que ocasiona modificagdes na arborizagdo dendritica em comparagao com as
fémeas virgens (39,40).

O receptor da ocitocina (OTR) pertence a famiia dos receptores
heterotriméricos acoplados a proteina G, sendo expresso por diversos tipos de
células, incluindo neurénios, osteoclastos, mioblastos, células endoteliais, adipdcitos
e varios tipos de células cancerigenas (22,41). As diferentes expressdes do OTR no
encéfalo podem explicar as variagdes comportamentais observadas em diferentes
espécies. Diferentes vias de transducéo de sinais regulam a expressao do OTR e o
binding em cada regi&o cerebral e podem, em parte, mediar a habilidade da OT para
exercer diversos efeitos comportamentais (42). Os OTRs estao localizados ao longo
dos axdnios, nos terminais pré e pés-sinapticos de sinapses excitatorias e inibitoérias
e nas células da glia (43). Em roedores, a distribuicdo do OTR ocorre principalmente
no OB, no tubérculo olfatério, no neocortex, nos nucleos basais, no cértex piriforme,
no cortex insular e perirrinal, na formagcdo hipocampal, na amigdala central, no
nucleo do leito da estria terminal (BST), no septo lateral, no nucleo accumbens, no
hipotalamo ventromedial (VMH), no nucleo do trato solitario, na area tegmentar
ventral, no complexo mamilar, na oliva dorsal, no nucleo espinhal trigeminal, no
tronco encefalico e na medula espinhal (44-46).

A maior parte do conhecimento sobre os efeitos centrais da OT estado
relacionados aos estudos farmacolégicos com agonistas e antagonistas da OT (47—
49). O conhecimento acerca dos efeitos da OT tem sido ampliado devido aos
estudos utilizando camundongos nocaute para o gene da OT (OTKO). Atualmente
existem diversas metodologias para a interrupgdo do funcionamento do sistema
ocitocinérgico (12). Os primeiros camundongos foram desenvolvimento pelos
seguintes grupos: Nishimori et al. (1996) realizaram a dele¢do do primeiro éxon do

gene da OT através da recombinagcdo homdloga em células tronco embrionarias;
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Young et al. (1995) deletaram um segmento do segundo éxon para eliminar a
neurofisina. Nesses animais ndo ocorrem alteragdes significativas em relagado ao
parto, mas os animais OTKO apresentam um déficit na lactacdo, devido a auséncia
do reflexo da ejecdo do leite (33). No que se refere ao comportamento sexual,
machos OTKO ndo apresentam alteragdes comportamentais e fémeas OTKO
apresentam comportamento sexual diminuido (51,52). Notavelmente, os animais
OTKO séo incapazes de reconhecer entre individuos conhecidos e desconhecidos
em testes de habituagdo-desabituacdo, mas a administragdo central de OT no
nucleo medial da amigdala (MeA) apresenta a capacidade de restaurar esse
reconhecimento social (53-55). Neste contexto, os machos OTKO apresentam uma
frequéncia aumentada nos comportamentos de investigagdo social em comparagao
com os camundongos do tipo selvagem (WT) (52). Os camundongos OTKO
parecem processar a infformacao sensorial recrutando vias neurais alternativas, uma
vez apresentaram redugao da atividade na MeA, no BST e na area pré-6ptica medial
(MPOA) e aumento da atividade no cortex somatossensorial e no hipocampo (CA1 e
CA2) ap6s uma exposigao social (53,56).

1.3 Comportamento Sexual

Os comportamentos sociais em roedores estao frequentemente associados a
reprodugdo, como o comportamento agressivo para a manutengao de um territorio, a
formacao dos pares sexuais e o acasalamento (57). Todos esses comportamentos
sao sexualmente dimoérficos, mas a diferenciacdo através do comportamento de
copula é a melhor forma de caracterizar o comportamento sexual dos roedores. Isso
se deve provavelmente a varios fatores, incluindo a estereotipia, a estabilidade e a
possibilidade de quantificar esse comportamento (57,58). Além disso, estudos
indicam que o comportamento sexual em fémeas e machos pode estar relacionado
com diferentes sistemas anatémicos e neuroquimicos (59).

O comportamento sexual das fémeas varia de acordo com a fase do ciclo
estral, sendo que a receptividade sexual ocorre predominantemente na noite do
proestro. O ciclo estral dos roedores é composto por quatro fases (proestro, estro,
metaestro ou diestro | e diestro Il), que exibem variagdes nas concentragdes

hormonais de estrogeno (E4), progesterona (P4), prolactina (PRL), foliculo
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estimulante (FSH) e luteinizante (LH) (60). Cada uma dessas fases é distinguivel
pela preponderancia de tipos celulares caracteristicos presentes no muco vaginal,
que sdo: as células queratinizadas no estro, os leucécitos no diestro, as células
epiteliais no proestro e uma mescla dos trés tipos celulares no metaestro (61).

Em ratas, a receptividade sexual inclui componentes proceptivos, como a
investigagcdo dos genitais do macho, pequenas corridas e pulos dentro da caixa,
vocalizagdes, exposicdo de partes do corpo e contatos fisicos efémeros (62).
Nesses animais, o componente mais importante do comportamento sexual € a
postura de receptividade assumida pela f€mea no momento da copula, denominada
reflexo de lordose. Esta postura é caracterizada pela flexdo dorsal da coluna
vertebral em resposta a monta realizada pelo macho, auxiliando na intromissao
peniana. Na auséncia de lordose a intromissao e a ejaculagdo ndo serao possiveis,
demonstrando a importancia deste comportamento para o sucesso reprodutivo
(63,64). Em camundongos, as fémeas receptivas realizam lordose quando montadas
pelo macho, mas nesse momento a dorsiflexdo pode n&o ser facilmente visualizada
(57).

Os ratos machos geralmente iniciam um encontro sexual investigando a face
e a regidao anogenital da fémea (65). O padrdo motor basico das montas e
intromissbes depende do estimulo sensorial cutdneo de forma semelhante ao que
ocorre com a postura de lordose das fémeas. A diferenca é que os receptores
cutaneos envolvidos estao localizados dorsalmente nas fémeas e ventralmente nos
machos (66) A ejaculagcado ocorre apés uma série de montas e intromissdes, sendo
seguida pelo periodo refratario ou pos-ejaculatério (67). Quando machos com
experiéncia sexual aproximam-se de fémeas sexualmente receptivas, a copula,
normalmente, ira ocorrer segundos apds o contanto fisico inicial (66). Além disso, a
experiéncia sexual prévia confere a atividade copulatéria uma maior “eficiéncia” e
resisténcia aos efeitos decorrentes de lesdes, castragdo e estresse (65).

A experiéncia sexual promove alteragbes fisiolégicas que aumentam a
resisténcia dos animais a tratamentos que poderiam alterar o comportamento sexual
(30). Por exemplo, comparados com machos virgens, os machos com experiéncia
sexual apresentam aumento dos testiculos e da secre¢cdo das glandulas sexuais
acessorias (68). Em roedores, a experiéncia sexual reduz os efeitos da anosmia
(69), da castragdo (70) e da idade (71). Adicionalmente, quando uma fémea

receptiva é introduzida no ambiente, os machos com experiéncia sexual apresentam
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uma curta laténcia para o inicio do comportamento sexual, 0 que ndo ocorre com 0s
machos virgens (30). Ocorre ainda ativacdo dos sistemas de recompensa dos
opidides enddégenos e sensibilizagdo dos sistemas mesolimbicos associados a

motivacgao (72).

14 Ocitocina e a Neuromodulagao dos Circuitos Envolvidos no
Comportamento Sexual

As pistas olfatérias sao processadas pelo sistema olfatério principal e pelo
sistema olfatorio acessorio, que sao especializados na deteccdo de odores volateis e
nao volateis respectivamente. Os comportamentos sociais refletem a integracédo da
informacdo sensorial dessas duas vias na MeA, seguida pela transmissdo dessa
informagéo para o hipotalamo e para o prosenceéfalo basal (57,73). As projecdes da
MeA, diretamente ou através do BST, para o hipotadlamo sdo essenciais para a

atividade copulatéria em machos e fémeas (Figura 1; 75,76).
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FIGURA 1. Neuromodulagao dos Circuitos Envolvidos na Sinalizagao Social
pela AVP e OT. Regides expressando o OTR (em vermelho) e o receptor de AVP

(em verde) no encéfalo de roedores e suas respectivas conexbdes envolvidas na
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transmissao do estimulo olfatorio e feromonal para regides cerebrais relevantes para
a sinalizagdo social. Os painéis sombreados indicam os locais onde os cortes
mostrados abaixo foram feitos. (A) OB mostrando as células mitrais (MC) com os
corpos celulares excitados pela AVP e as células granulares (GC) com os corpos
celulares inibidos pela OT. Os dendritos das MCs fazem contatos sinapticos
excitatorios (setas) e recebem em troca contatos sinapticos inibitérios (quadrados)
das GCs. (B) A subdivisdo antero-medial do BST (BSTma) expressando o OTR em
seus corpos celulares excitados pela OT. (C) A amigdala medial pdéstero-dorsal
(MePD) expressando o OTR em seus corpos celulares excitados pela OT. (D) O
VMH expressando o OTR em dendritos excitados pela OT. Adaptado de:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0896627312008604

1.4.1 Bulbo Olfatorio

O sistema olfatério dos roedores pode ser dividido em duas vias
funcionalmente distintas: o sistema olfatorio principal, que € composto pelo epitélio
olfatério e pelo bulbo olfatério principal (MOB); o sistema olfatério acessoério, que
inclui o 6rgdao vomeronasal (VNO) e bulbo olfatério acessorio (AOB). O sistema
olfatério principal esta relacionado com a detecgao de odores volateis, como aqueles
relacionados a alimentos, predadores e parceiros sexuais. Enquanto isso, o sistema
olfatério acessoério € utilizado para detectar odores nao volateis que influenciam os
comportamentos agressivos e sexuais, assim como o0 reconhecimento de
coespecificos (57). A entrada quimiossensorial em ambos os sistemas, constitui o
estimulo mais importante para a ocorréncia do comportamento sexual em machos. A
remocdo dessas vias promove a diminuicao das erecbes, efeitos que sao
observados com maior frequéncia em machos sem experiéncia sexual (65). Em
hamsters machos sexualmente inexperientes, a remog¢dao do VNO produziu uma
redugdo no comportamento copulatério, mas este efeito foi eliminado apds a
exposic¢ao aos odores de fémeas receptivas (66).

O VNO e o AOB séao estruturalmente maiores nos machos do que em fémeas.
Além disso, a ativacdo do sistema olfatério principal, em reposta a odores volateis,
também é sexualmente dimdérfica (57). Esses odores volateis produzidos e liberados
pelos machos parecem facilitar a ocorréncia de lordoses em fémeas, mas nao
apresentam grande influéncia no comportamento copulatério de machos, sendo
mais importantes para a abordagem inicial (66). Os feromdnios s&o detectados pelo
VNO, que se projeta para o AOB e depois para o MeA e para o nucleo cortical da
amigdala (CoA) (76). O AOB, o MeA e o CoA sao particularmente ricos em OTRs e
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sao, portanto, locais candidatos para a acdo OT na formacdo da memdria social em
camundongos (77). Embora o bulbo olfatério (OB) n&o possua terminais
ocitocinérgicos, ele apresenta o OTR em abundancia. Esse desajuste da relagéo
entre terminais e receptores esta funcionalmente relacionado com a liberacdo
neurohumoral de OT no fluido cerebrospinal, em situacbes como o parto e o
acasalamento (78). Esses eventos biolégicos produzem mudangas significativas na
sensibilidade, eficacia sinaptica e ativacdo neural no OB, os quais fazem parte do
processo de aprendizagem olfativa para a familiaridade social (79,80). Os dendritos
das células mitrais (MC) do OB fazem contatos sinapticos excitatérios com as
células granulares (GC) e, em troca, recebem contatos sinapticos inibitérios dos
dendritos dessas células. Esse circuito de reciprocidade desempenha um importante
papel no refinamento da sinalizacao olfatoéria e feromonal, sendo o papel da AVP
aumentar a excitacdo e o da OT diminuir a inibigdo dos componentes dessa

circuitaria (13,81).

1.4.2 Amigdala Medial

A amigdala, ou complexo amigdaliano, € uma estrutura que compreende os
subnucleos situados no lobo temporal, lateral ao hipotalamo e ventral ao estriado, no
prosencéfalo basal de mamiferos (82). Em ratos, localiza-se anteriormente ao
hipocampo ventral, sendo constituida por nucleos e subnucleos que formam uma
complexa rede estrutural interrelacionada e multifuncional, que esta envolvida na
modulagdo de diversos comportamentos e ajustes vegetativos (82—84). Estudos
mais recentes sobre a divisdo da amigdala de ratos apresentam-na dividida em
quatros regides, segundo a citoarquitetura, a hodologia e a fungdo, que séo: a
amigdala “expandida”, denominada assim por se estender além de seus limites
anatébmicos, sendo formada pela MeA e pela amigdala central; a amigdala com
caracteristicas corticais, subdividida em porcao basolateral e em porgdes que se
ligam as vias olfativas principal e acessoria; a area de transig¢ao, localizada entre a
porcéo ventral dos nucleos da base e a amigdala “expandida”; os nucleos ainda nao
classificados, constituidos por um grande numero de células dispersas na substancia
branca e no interior do BST (82,84).
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A MeA é um dos subnucleos superficiais do complexo amigdaldide, ocupando
seu aspecto rostromedial, sendo formada por uma coluna proeminente de células
que surgem em justaposicao a superficie lateral de fibras que ascendem pelo trato
optico. Inicia medialmente e posteriormente ao nucleo do trato olfativo e ao nucleo
anterior da amigdala, estendendo-se caudalmente até o surgimento da porcao
temporal do ventriculo lateral, em posi¢cao ventral em relagéo a estria terminal (82).
Segundo os critérios de Alheid (2003) e De Olmos et al. (2004), a MeA é dividida nos
seguintes subnucleos: antero-dorsal (MeAD), antero-ventral (MeAV), pdstero-dorsal
(MePD:; Figura 2) e postero-ventral (MePV).

FIGURA 2. Localizagao da Amigdala Medial Péstero-Dorsal (MePD). Aspecto
ventrolateral de uma secdo coronal do encéfalo de um rato macho com localizagao

da MePD, do trato optico (opt) e da estria terminal (st). Coordenadas espaciais:
dorsal, lateral, medial e ventral. Barra de escala = 800 um. Adaptado de:

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304394010010207 ?via%3Dihub#fi
g0005

A MeA ¢é uma estrutura sexualmente dimérfica que desempenha um
importante papel no processamento da informacgédo olfatoria (85-87). Em ratos,
aferéncias quimiossensoriais do OB e do VNO projetam-se para a MeA (88-90).
Esse nucleo, por sua vez, processa tais informacgdes olfativas e envia-as para areas
motoras e neuroenddécrinas do telencéfalo basal, para a MPOA e outros nucleos

hipotalamicos e, também, para o tronco encefalico (88,89,91,92). Em hamsters
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machos, lesées na MeA promovem uma diminuicdo da investigagao olfatoria
direcionada aos genitais das fémeas e, consequentemente, uma redugdo do
comportamento sexual (93). Em fémeas, lesbes na MePD estdo relacionadas com
uma frequéncia menor da investigacdo olfatéria e uma laténcia maior entre a
ocorréncia das copulas (75,94). Dessa forma, lesbes na MeA causam alteragdes
significativas nos modelos de comportamento sexual, o que reforga a hipotese de
que a MeA pode ser um importante componente do circuito neural que modula o
comportamento copulatério de roedores. Particularmente, entre outras fungdes, a
MePD participa da interpretagdo das informagdes olfativas/vomeronasais ou
genitosensoriais (87,95) e da modulagdo do comportamento sexual de machos e
fémeas (85,96-98).

A MePD é separada do trato 6ptico por uma camada com poucos corpos
celulares, a qual se torna estreita em direcdo rostral e dorsal até que desaparece
completamente nas proximidades da MeAD. Essa regido preferentemente deve ser
considerada como local de passagem de axdnios advindos do nucleo proprio da via
olfativa acessoria para transmissdo de informagdo vomeronasal (84). As aferéncias
mais importantes para a MePD sao as corticais, as hipotalamicas, as talamicas, as
do tronco encefalico, as olfatérias e de outras regides distintas, como as do BST e da
substancia inominata. Em relacdo as eferéncias, dentre as mais significativas e
estudadas, estdo aquelas para o BST, a substancia inominata e para trés nucleos
hipotalamicos interconectados e implicados em comportamentos reprodutivos: a
MPOA, nucleo pré-mamilar ventral e a por¢ao ventrolateral do VMH (VMHW) (91,96).

Em machos, a MePD modula principalmente os comportamentos de
intromisséo e ejaculagao (90,99). Em fémeas, a MePD esta envolvida na regulagao
da secregao neuroendocrina do GnRH e da PRL (100), e ainda, na modulagédo dos
comportamentos sociais, como o maternal e o sexual (90,101). Essa estrutura é
altamente sensivel a acdo dos horménios gonadais (102). O volume da MePD
(103,104), a densidade neuronal (105) e glial (106), o volume neuronal (107), a
orientagdo dendritica (108) e os contatos sinapticos (109) s&o sexualmente
dimorficos e/ou alteraveis ao longo do ciclo estral. Nesse sentido, a MePD promove
mudangas fisiologicas na secre¢cdo neuroendocrina e no comportamento social, isso
ocorre de acordo com os diferentes estimulos e demandas ambientais
(85,96,98,99,110).
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Estudos realizados na MeA de roedores tém demonstrado a presenga de
corpos celulares e fibras nervosas imunorreativas a diferentes neuropeptideos, tais
como: angiotensina I, colecistoquinina, galanina, horménio liberador de
corticotrofina, horménio liberador de gonadotrofina (GnRH), neuropeptideo Y,
neurotensina, opidides, peptideo intestinal vasoativo, peptideo liberador de gastrina,
peptideo relacionado ao gene da calcitonina, polipeptideo natriurético atrial,
somatostatina, substédncia P, serotonina, AVP e OT (13,111-116). Em varias
espécies, a MeA apresenta grande concentragcdo de OTRs (44). No entanto, o
mecanismo pelo qual a OT modula a atividade dessa estrutura € desconhecido,
acredita-se que, assim como ocorre em outras estruturas anatbmicas, a OT modula
a liberagao de outros neurotransmissores (117). Por exemplo, no OB a OT facilita a
liberagdo noradrenérgica, melhorando dessa forma o reconhecimento olfatério (118).
Durante uma exposigao social, os animais OTKO apresentaram uma redugédo na
atividade da MeA e um aumento na atividade do cértex e do hipocampo. Essa
ativacdo atipica parece ndo estar relacionada com a memodria social, sendo,
provavelmente, uma forma de compensar os déficits sofridos no circuito neural dos
comportamentos sociais (53). Terenzi e Ingram (2005) demonstraram os efeitos
excitatorios da OT na MePD em resposta a estimulos sensoriais relacionados ao
comportamento sexual, os quais estdo diretamente relacionado com a alta
concentragdo do OTR nessa estrutura (120). Quando comparados a amigdala
central, esses efeitos sdo maiores, mais duradouros, mais sensiveis € menos
dessensibilizantes depois de repetidas aplicacdes. A OT produz os mesmos efeitos
na BSTma, uma regido homodloga a MeA que, interessantemente, poderiam ser

aumentados pela acdo de E2 ou P4 (13).

1.4.3 Hipotalamo

O comportamento de lordose ¢€ iniciado pela presenga dos hormbnios sexuais,
E2 e P4, e ocorre em resposta a informacgao sensorial tatil, normalmente fornecida
pela monta realizada pelo macho (121). Aléem de depender da agdo dos horménios
esterdides gonadais, o reflexo de lordose é resultante da ativacdo de uma circuitaria
neural e, por este motivo, muitas estruturas estdo envolvidas na realizacdo desse

reflexo. A indugcdo do comportamento sexual feminino € mediada principalmente pela
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MPOA do hipotalamo e pelo VMH (122). O hipotalamo é responsavel por adicionar o
componente endécrino a esse mecanismo comportamental, uma vez que os efeitos
do E2 e da P4 nas propriedades eletrofisiolégicas dos neurbnios, na transcricdo do
acido ribonucleico (RNA) e na sintese novas proteinas e estruturas, sao
primariamente mediados nessa estrutura cerebral (123—125).

Em fémeas ovariectomizadas e tratadas com E2 e P4, injegbes
intracerebroventriculares de OT podem aumentar a frequéncia e a duragdo de
lordoses (126). Por exemplo, a ocorréncia do comportamento sexual feminino requer
a acdo do E2 no cérebro e a indugdo de OTR no VMH (127). De fato, o RNA
mensageiro para OTR esta presente desde a regido rostral até a parte caudal do
VMH de fémeas, sendo que a expressdo do OTR aumenta na divisdo ventrolateral
do VMH em resposta ao E2 e a P4 (128).

A MPOA contribui significativamente para a motivagao sexual (94) e para a
modulagdo do comportamento sexual em machos (65), estando relacionada com a
monta, a intromissdo, a ejaculacdo e a coépula (129,130). Estudos revelam que
lesbes nessa area afetam diretamente a ocorréncia do comportamento sexual em
machos (88,129), podendo inclusive abolir completamente a sua ocorréncia (131).
Em contraste, a estimulacao elétrica da MPOA em ratos reduz a laténcia e aumenta
a frequéncia das ejaculagdes (65). A MeA interconecta-se com o0 MPOA e o BST
para coordenar o processamento de informagdes de odores coespecificos
detectadas pelos sistemas olfativos principal e acessoério (75). O BST e a MeA
processam informacdes olfativas envolvidas no inicio do acasalamento, bem como
aquelas relacionadas a ejaculagao relevantes para a inibigdo do acasalamento.

Em machos, a OT representa um importante indutor do comportamento
sexual, da excitacdo e do orgasmo (132). Em roedores, doses moderadas de OT
podem facilitar a eregdo peniana (133). No entanto, a OT é incapaz de induzr
erecdes sem a presenca da testosterona, por isso, ndo ocorrem erecées penianas
em animais castrados, mesmo com administracdo conjunta de OT (134). A area
cerebral mais sensivel para a inducédo da erec¢ao peniana pela OT € o PVN, do qual
se originam as projegdes ocitocinérgicas extra-hipotalamicas (135). Além disso, essa
indugdo também ocorre quando a OT é injetada no hipocampo (CA1), na MPOA, no
VMH e no SON (130). Quanto ao mecanismo pelo qual a OT atua no PVN para
induzir essa resposta sexual, estudos sugerem que a OT ativa seus proprios

neurénios. De acordo essa hipdtese, a interacdo sexual aumenta a expressao de



26

FOS nos neurdnios ocitocinérgicos do PVN que se projetam para a medula espinhal
e estdo envolvidos no controle da erecdo peniana (121). Além disso, injegcdes
intracerebroventriculares ou intraperitoneais de OT reduzem a laténcia para a

ocorréncia de uma ejaculagao e tempo entre os acasalamentos (136).

1.5 Técnica de Golgi e Caracterizagdo dos Neurénios da Amigdala Medial
Péstero-Dorsal

Em 1873, Camilo Golgi descreveu uma técnica de impregnacgao celular pela
prata que foi fundamental para o entendimento da estrutura do tecido nervoso e de
sua organizagao basica. A técnica de Golgi permite a visualizagdo da célula nervosa
inteira. No entanto, apenas uma pequena porcdo de células nervosas (1-10%)
presentes no tecido € impregnada pela prata, adquirindo uma coloragdo negra que
contrasta com o restante do tecido em cor amarelo-parda. Ademais, nem todas as
regides do SNC de diferentes espécies impregnam-se igualmente e, conforme
avanca a idade do animal, torna-se muito mais dificil obter bons resultados
(83,137,138).

Os experimentos realizados em gatos, cachorros, camundongos e ratos
evidenciaram, pela técnica de Golgi, uma morfologia neuronal relativame nte simples
e muito similar na MeA dessas espécies (139). Os neurdnios sao do tipo multipolar,
com corpos ovais ou fusiformes e com tamanhos que variam de pequeno, com cerca
de 8 a 10 ym de diametro médio, até médio, com aproximadamente 10 a 15 ym
nessa medida (83). Os neurbnios multipolares, caracteristicos dessa regido, sdo do
tipo bipenachado (traducao livre para bitufted, do inglés) ou estrelado, conforme o
numero de ramificagdes dendriticas primarias originadas da soma celular. Sendo que
os neurbnios bipenachados apresentam dois ramos dendriticos primarios surgindo
do soma, enquanto que os estrelados possuem trés ou mais ramos dendriticos
primarios (83,140).

A arborizagdo dendritica da MeA é esparsa, com ramos dendriticos grossos,
razoavelmente retilineos, longos ou de comprimento variavel que se irradiam para
dire¢des variadas (83,139,140). A densidade de espinhos dendriticos nessa regiao
varia de baixa a moderada (140). Pela analise ultraestrutural dos neurénios da
MePD, as sinapses axodendriticas no tronco dos dendritos sdo as mais

frequentemente observadas e, pelo aspecto morfolégico, parecem ser principalmente
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excitatorias (107). Os espinhos dendriticos geralmente sdo alvo de um unico contato
sinaptico, aparentemente excitatéorio. Em concordancia com isso, em ratos pré-
puberes, registros eletrofisioldgicos associados a microscopia eletrdnica
demonstraram que os potenciais excitatorios pos-sinapticos na MePD apresentam
uma maior relacdo com a multiplicidade de contatos sinapticos, do que com uma
maior liberagdo de neurotransmissores (141).

Os espinhos dendriticos, quando presentes, apresentam diferentes
morfologias e encontram-se de forma aparentemente homogénea ao longo de cada
dendrito, porém igualmente em alguns somas celulares e cones axonais
(83,107,140). Em ratos, a densidade de espinhos dendriticos proximais na MePD é
maior em machos do que em fémeas nas fases de proestro, estro ou metaestro
(140) e, ambos, apresentam redugdo na densidade de espinhos dendriticos apés
remogao dos horménios gonadais (97). De fato, os horménios gonadais influenciam
na quantidade de neurdnios (105), no volume celular (107), na orientagao dendritica
(108), na densidade de espinhos dendriticos (39,97,104,140), nos contatos
sinapticos (109) e no potencial excitatério pds-sinaptico dessa estrutura (141).
Durante o ciclo estral, as f€meas na fase do proestro e do estro apresentam reducao
na densidade de espinhos dendriticos e na quantidade de sinapses na MePD
(95,140).

1.6 Plasticidade Sinaptica e Espinhos Dendriticos

Os espinhos dendriticos, que foram inicialmente descritos por Ramém y Cajal
a mais de cem anos atras, sdo pequenas protrusbes membranosas dos ramos
dendriticos de varios tipos de neurdnios, incluindo os neurbnios piramidais do
neocortex, os neurbnios medianos do estriado e as células de Purkinje do cerebelo
(142,143). Geralmente, as cabegas dos espinhos dendriticos formam sinapses
excitatérias assimétricas com um axbénio pré-sinaptico, no entanto, conexdes
excitatérias e inibitérias podem estar ocorrendo de forma concomitante. Mais de
90% de todas as sinapses excitatorias que ocorrem no SNC estdo localizadas nos
espinhos dendriticos (144), que sao os principais substratos celulares da
conectividade e do processamento de informagdes cerebrais (145). A distribuigcéo, a

forma e o tamanho dos espinhos dendriticos estdo diretamente relacionados com a
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funcdo do neurdnio, portanto, a determinagdo do numero de espinhos por segmento
dendritico ou densidade por micrometro (um) dendritico pode ajudar a elucidar a
atividade celular local e sua plasticidade (146). Os espinhos dendriticos apresentam
propriedades cruciais para a plasticidade sinaptica, assim como para a
aprendizagem e para a memoria (143,147).

Um espinho caracteristico tem a forma determinada pela presenca de uma
“cabega” (volume de aproximadamente 0,001 a 1 uym®) conectada ao neurénio por
um “pescog¢o” (didmetro menor que 0,1 um; 143). Os receptores para os
neurotransmissores sao restritos a superficie do espinho e confinados em aposicao
ao elemento pré-sinaptico (148). Essa zona do espinho é indicada pela densidade
pos-sinaptica (PSD), uma zona de material elétron-denso que consiste de
receptores, canais e sistemas de sinalizacdo intracelular envolvidos na transmissao
sinaptica e no acoplamento da atividade sinaptica as alteracbes bioquimicas pés-
sinapticas (149). A cabeca do espinho conttm a PSD e algumas estruturas
especializadas, como os filamentos de actina. Embora mitocéndrias e microtubulos
estejam ausentes, os espinhos tem reticulo endoplasmatico liso, o qual esta
associado a um mecanismo neuroprotetor que permite a manutengdo da
concentragcdo de calcio intracelular (142,144,150). Em alguns espinhos, os
poliribossomos e os elementos da via lisossomal-endossomal estdo presentes,
indicando a possibilidade de sintese proteica local e degradagdo de elementos
citoplasmatico ou de membrana celular (151).

Os canais i6nicos na PSD convertem o0s sinais quimicos dos
neurotransmissores em fluxo ibnico através da membrana celular, o que gera
modificagdes na voltagem local e outras modificagdes pds-sinapticas (149). Dessa
forma, modificagbes na morfologia dos espinhos dendriticos podem alterar a
transdugao de sinal por proporcionar um grau variado de compartimentalizagao
bioquimica (152). Por exemplo, o pescogo estreito do espinho pode prevenir o
aumento do calcio citoplasmatico, ou como alternativa, se houver menor resisténcia,
possibilitar que a concentragdo de calcio seja rapidamente dissipada dentro do
dendrito e se difunda para os espinhos proximos. Isto pode facilitar a modificagao da
corrente elétrica local e auxiliar na ocorréncia da potencializacdo de longo prazo
(LTP; 144,149). Os espinhos também podem representar compartimentos elétricos,
nos quais a geometria do pescogo atua como um elemento de resisténcia a

passagem de corrente elétrica para o dendrito. Assim, o pescog¢o pode proporcionar
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uma diferenca de potencial elétrico local, podendo ativar canais idnicos dependentes
de wvoltagem ou impor uma diferenca na capacitancia, de acordo com as
propriedades ativas e passivas existentes no local (149).

Uma caracteristica peculiar dos espinhos dendriticos € a sua variabilidade
morfologica. Este processo reflete o rearranjo rapido do citoesqueleto de actina no
seu interior, o que pode levar a mudangas no tamanho e no numero de espinhos. A
morfologia dos espinhos dendriticos é altamente variavel e geralmente classificada
em trés tipos: fino, cogumelo e espesso (Figura 3; 143,144). Os espinhos serao
classificados como finos, se o comprimento for maior que o diametro do pescogo
(Dn), e ainda, o didametro da cabega (Dy) e D, forem semelhantes.

O espinho com morfologia de cogumelo apresenta o Dy maior que o D, Os
espinhos serdo considerados espessos quando nao houver diferenca entre o
comprimento e o didmetro. Os espinhos dendriticos ndo apresentam mais do que 3
Mm de comprimento. Os filopddios, que sao considerados o0s precursores ou as
formas imaturas dos espinhos dendriticos, apresentam entre 3 ym e 10 ym de

comprimento.

Degree of spine maturity

Immature spines

. $ =

Mushroom spine Thin spine Stubby spine Filopodia
oy, > D, Dy=D,L>D L=D Jum < L < 10pum

Figura 3. Diagrama de Espinhos Dendriticos. Os espinhos dendriticos sao
classificados em cogumelos, finos e espessos. Comprimento (L), didmetro da

cabecga (Dn) e didmetro do pescogo (D,) dos espinhos dendriticos. O filopodio é
considerado o precursor dos espinhos dendriticos. Adaptado de:

https://www.hindawi.com/journals/np/2016/8056370/

As diferentes morfologias de espinhos dendriticos parecem ser reguladas por
uma via que é dependente da atividade sinaptica local, envolvendo o influxo de
calcio através dos receptores glutamatérgicos e dos receptores de calcio

dependentes de voltagem (155). Em uma cultura de neurdnios, a ativacdo dos
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receptores glutamatérgicos do tipo N-Metil-D-Aspartato (NMDA) proporciona um
rapido e transitério aumento no tamanho dos espinhos pré-existentes e na formagao
gradual de novos espinhos (156).

Os diferentes tipos de espinhos estdo relacionados com diferentes funcoes,
por isso mudancas na densidade desses espinhos podem ter importantes efeitos na
excitabilidade e na fungdo neuronal (157,158). Os espinhos do tipo fino estéo
relacionados com o aprendizado e os do tipo cogumelo sdo responsaveis pela
manutengdo das redes neurais e pela memdria de longo prazo (159). Os espinhos
finos e espessos, assim como os filopdédios, sdo os mais comuns durante o
desenvolvimento, apresentando maior imaturidade e plasticidade (160). Nos
espinhos cogumelos, 0 pescogo representa uma estrutura extremamente importante,
uma vez que evita as trocas de Ca?" entre a cabeca e o segmento dendritico.

Além de permitir a regulagdo da transmissao sinaptica, essa estrutura possui
um efeito neuroprotetor, uma vez que previne a excitotoxicidade ao restringir influxos
excessivos de Ca?* na regido sindptica (149,150). Associada a uma maior
estabilidade, os espinhos com morfologia de cogumelo apresentam maior
quantidade de receptores glutamatérgicos ionotropicos do subtipo acido alfa-amino-
3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico (AMPA) em comparagdo com espinhos finos.
Podem também associar-se com os terminais pré-sinapticos astrogliais, o que
aumenta a formacgao, a estabilizagdo e a eliminagdo de sinapses (161). Por fim, a
densidade normal de espinhos dendriticos varia entre 0,2 a 3,5 espinhos por 1 ym
dendritico, sendo que esta variacao esta relacionada com o tipo de neurbénio, com a
idade, com a posicdo ao longo do dendrito e com a metodologia utilizada para
realizar a contagem (142,149,154).
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2. JUSTIFICATIVA

Diversos estudos vem demonstrando o importante papel da OT na modulacéo
dos comportamentos sociais tanto entre as espécies quanto ao longo da vida
(10,14-16). No entanto, seus efeitos individuais variam muito, ndo apenas entre as
especies, mas, também, dentro da mesma espécie. Isso pode ser observado quando
comparamos seus diferentes efeitos entre machos e fémeas ou em diferentes
regides do cérebro. Além disso, a fase da vida do animal e o contexto social que
este se encontra alteram a maneira como o cérebro responde aos processos
modulatorios que ocorrem no SNC. Dessa forma, a compreensdo de como esse
neuropeptideo afeta comportamentos intra e interespecificos nos individuos é
importante para o entendimento dos comportamentos socais.

Dados prévios do nosso laboratério demonstraram que, em roedores machos,
o comportamento sexual ndo foi afetado pela falta de OT (52). Por outro lado,
durante a fase do proestro, as fémeas nocautes para o gene da OT apresentaram
uma diminuigdo significativa no comportamento sexual e um aumento na densidade
de espinhos dendriticos nos neurbénios da MePD quando comparadas ao grupo
controle (51).

A MePD esta envolvida no processamento feromonal e na reproducio
expressando altas concentragdes de receptores de testosterona, E2, P4 e OT.
Portanto, as diferengas comportamentais observadas entre machos e fémeas
certamente relaciona-se com as flutuagbes dos esterdides gonadais e, com a
liberacao local de OT nos neurdnios da MePD.

Considerando que as experiéncias sociais promovem uma série de mudancas
fisiolégicas e comportamentais, este trabalho testou as hipbéteses geradas por
resultados comportamentais anteriores (51,52), para isso foram utilizadas
abordagens experimentais visando especificamente a MePD. Neste estudo visamos
aprofundar o estudo morfométrico dos neurénios da MePD nos animais OTKO com
0 objetivo de avancar na compreensdao das redes neurais relacionadas aos

comportamentos sociais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo analisar o impacto do nocauteamento do gene
da OT na morfologia e na densidade de espinhos dendriticos dos neurénios da

MePD de camundongos fémeas e machos.

3.2 Objetivos Especificos

- Analisar a morfologia e a densidade de espinhos nos primeiros 40 pm
dendriticos dos neurbnios da MePD de fémeas OTKO nas fases de diestro e

proestro (Artigo 1 e Resultados Adicionais);

- Analisar a morfologia e a densidade de espinhos nos primeiros 40 pm
dendriticos dos neurbnios da MePD de machos OTKO sem e com experiéncia

sexual (Artigo 2);

- Determinar o efeito da experiéncia sexual na morfologia e na densidade de

espinhos dendriticos dos neurénios da MePD de machos (Artigo 2).
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: The posterodorsal medial amygdala (MePD) is a sexually dimorphic area in the social behavior neural
Received 4 May 2015 network, with high concentration of oxytocin (OT) receptors. Wild type (WT) and OT knockout (OTKO)
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females were studied in proestrus, and Golgi-impregnated spines in the MePD were classified. Results
show that the OTKO group has increased density of thin, mushroom, and stubby/wide spines when
compared to the WT (p <0.01 in all cases). These data indicate that OT is an important synaptic modulator
in the MePD, a finding that is likely involved with the display of the female sexual behavior.

© 2015 Published by Elsevier Ireland Ltd.

1. Introduction

Oxytocin (OT) has been implicated in the modulation of social
behaviors (Choleris et al., 2009), including parental, affiliative,
aggressive, social memory, pair bonding, and sexual display in rats
and mice (Russell et al., 2003; Neumann, 2008; Lee et al., 2009). OT
has sexually dimorphic effects. Although the selective deletion of
the OT gene in knockout mice (OTKO) does not impair the repro-
ductive behavior in males (Lazzari et al., 2013), OT in females is
important to coordinate the onset of puberty and the cyclic gonada-
trophin releasing hormone (GnRH) secretion, mainly acting in the
hypothalamic ventromedial nucleus (VMH) and in the medial pre-
opticarea(MPOA) (Becker et al., 2013 and references therein), areas
that also control the display of lordosis behavior during mating
(Kow and Pfaff, 1998).

Recently, we found that OTKO females in proestrus decreased
sexual behavior and had a significantly higher density of dendritic
spines in the posterodorsal medial amygdala (MePD) compared to
wild-type (WT) mice (Becker et al., 2013). The MePD has one of

* Corresponding authors at: Department of Basic Sciences, Division of Physiology,
Federal University of Health Sciences, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.
E-mail addresses: giovenardi.marcia@gmail.com (M. Giovenardi),
rasiafilho@pq.cnpq.br (A.A. Rasia-Filho).
! These authors contributed equally to the present study.

http://dx.doi.org/10.1016/j.neures.2015.07.001
0168-0102/© 2015 Published by Elsevier Ireland Ltd.

the highest expressions of receptors for gonadal hormones in the
brain, has a notable concentration of OT receptors, and is a nodal
point in the social behavior neural network (Veinante and Freund-
Mercier, 1997; Newman, 1999; De Olmos et al., 2004; Rasia-Filho
et al., 2012a; Becker et al., 2013; Quagliotto et al., 2014 and ref-
erences therein). Indeed, differences between males and females
were found in the MePD volume, neuron and glial cells number,
spatial orientation of the dendritic branches, density of dendritic
spines, synaptic connectivity, neurotransmitter binding sites, and
local expression of various neuropeptides (reviewed in Rasia-Filho
et al, 2012a,b and references therein) It is noteworthy that den-
dritic spines are specialized postsynaptic elements that have crucial
properties for synaptic formation, strength, and plasticity (Bourne
and Harris, 2007; Rochefort and Konnerth, 2012). The density of
dendritic spines in the MePD of female rats changes in the course
of hours to few days and is lower in the proestrus and estrus (Rasia-
Filho et al., 2004). This indicates a cyclic, variable synaptic input
processing in the MePD that, acting in hypothalamic integrated cir-
cuits, is likely involved with the timely neuroendocrine secretion
and reproductive behavior display of females (Rasia-Filho et al.,
2012a,b; Brusco et al., 2014). This process is evidently impaired in
OTKO mice (Becker et al., 2013).

Although there are relevant data that support the idea of a direct
structure-function coupling to differently shaped dendritic spines
(Bourne and Harris, 2007; Kasai et al., 2010), this issue has not
reached a definite consensus. Rather, it is likely that the labile or the
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stable aspect of a dendritic spine depends on the specific synaptic
demand and the function at each single spine level and brain region
studied (Nimchinsky et al., 2002; Segal, 2010; Spruston et al., 2013).
Here, we add new data to the previously reported increase in the
local density of dendritic spines in the MePD of OTKO female mice
by testing if this effect can be attributed to a specific type of spine.
If so, a subpopulation of dendritic spines could be mainly altered
by the specific synaptic demand change in the MePD following the
selective deletion of the OT gene and the disrupted oxytocinergic
transmission.

2. Materials and methods

We have employed the same methodological procedure
described in Becker et al. (2013). That is, the mice were the off-
spring of a backcrossed stock obtained from Dr. W. Scott Young (B6;
1295-0Oxttm1Wsy/J; NIMH, USA). All animals were littermates from
heterozygous breeders (C57BL/6 mice). Genotyping was described
in details previously (Becker et al., 2013).

Adult females (N=12, weighing 25-35g, and 5-8 months
old) were housed in ventilated transparent acrylic cages
(37 cm x 24cm x 24 cm) and grouped with up to 4 same-sex indi-
viduals under room temperatureat22 +1°Canda 12:12 light-dark
cycle. The mice had access to food and water ad libitum. All
procedures were conducted in accordance with the national and
international regulations for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals (NIH Publication No. 85-23, reviewed 1985, USA) and were
approved by the local Ethics Committee (UFCSPA, Brazil, protocol
no. 920/09).

Both WT and OTKO females (n=6 in each group) had their
estrous cycle phase determined daily (in the late afternoon) accord-
ing to cytological criteria of the vaginal smears examined under
light microscopy. The phases of the estrous cycle were monitored
along 2 weeks and regularly cycling females in proestrus were used
in this study.

The “single-section” Golgi method was performed as already
reported (Becker et al,, 2013). Briefly, females were deeply anes-
thetized with intraperitoneal injections of ketamine (80 mg/kg) and
xylazine (10 mg/kg). Tissue fixation was obtained after rapid tran-
scardial perfusion with 4% paraformaldehyde and 2% picric acid in
0.1 M phosphate buffer solution (pH 7.4). The brains were sectioned
coronally (150-pm thick) using a vibratome (Leica, Germany), and
put in solutions of 3% potassium dichromate (Merck, Germany)
and 1.5% silver nitrate (Merck, Germany) for 24 h and 48 h, respec-
tively. The MePD was studied from 1.46 to 1.94 mm posterior to the
bregma, laterally to the optic tract and the “molecular layer”, and
ventrally to the stria terminalis, according to the atlas of Franklin
and Paxinos (1997).

The including criteria for the study of MePD neurons were: (a) to
be undoubtedly located within the boundaries of the intended area
in both hemispheres; (b) to be relatively isolated from neighbor-
ing impregnated cells to avoid “tangled” dendrites; (c) dendrites
should have well-impregnated and defined borders; and (d) spines
should be clearly distinguishable from the background [6]. Prox-
imal dendrites that fulfilled these criteria had their spines drawn
along the different focal planes in “z" using a camera lucida (2000 x;
i.e.,, 100x oil-immersion objective lens and 20x ocular lens) cou-
pled to an optic microscope (Olympus BX-41, Japan). For each
female, 8 different dendrites were studied with 1 dendrite per
sampled neuron. The 3 main differently shaped spines found in
the MePD were identified and counted from these samples. That
is, the morphological features of the spine head and neck allowed
spine classification as thin, mushroom or stubby/wide (as in Brusco
et al., 2010). In principle, a salient round broadening on a den-
dritic shaft was not considered a stubby spine. Other spine shapes

(ramified or atypical) were not usually seen. After this procedure,
three-dimensional dendritic lengths were measured from the same
microscopic images (400x; Olympus BX-61, Japan) and the images
of the selected dendrites were captured by a high-resolution digital
camera (CCD DP72, Japan) and measured using the Image Pro Plus
7.0 computer software (Media Cybernetics, USA). Dendritic length
sampled varied from 30 to 60 wm in both groups [mean + standard
deviation (SD) values of 41 =5 pm and 39 + 7 wm for WT and OTKO
mice, respectively]. The density of each type of spine was defined
as the number of spines per unit length of dendritic segment (in
wm; Rasia-Filho et al., 2004).

We calculated the mean values for the densities of each type of
dendritic spine for each animal and respective groups. Data were
compared using a two-way ANOVA for repeated measures followed
by the Bonferroni test. The statistical level of significance was set
as p<0.05. Data were analyzed using Prism software (GraphPad,
USA).

3. Results

Representative images of Golgi-impregnated spiny neurons in
the MePD of WT and OTKO females are shown in Fig. 1 (top).

Thin spines were more commonly (~51%) found in both groups.
Minimum to maximum ranges for the MePD spine density of the
different spine shapes observed in the WT and the OTKO groups
were, respectively: 0.7-1.2 and 0.9-1.9 for thin spines/dendritic
pm, 0.3-0.5 and 0.5-1.0 for mushroom spines/dendritic pm, and
0.2-0.6 and 0.3-0.8 for stubby/wide spines/dendritic pm.

Mean + standard deviation data for the density of each type of
dendritic spine are shown in Fig. 1 (bottom). There were highly sig-
nificant differences between the studied groups [F(1,30)=112.13,
p<0.01], the spine types [F(2,30)=1229.99, p<0.01], and the inter-
action of these two factors [F(2,30)=25.58, p<0.01]. The post hoc
comparisons showed that the OTKO group had a significant increase
in the proximal density of thin (p <0.01), mushroom (p <0.01), and
stubby/wide (p<0.01) spines when compared to WT group. The
increase in thin and stubby/wide spines was up to 16% and 20%,
respectively, whereas mushroom spines were 65% higher in OTKO
mice.

4. Discussion

Our present results reinforce that OTKO females in proestrus
have a higher number of proximal dendritic spines than WT mice
(cf. Becker et al., 2013) and add the new finding that this spine den-
sity increase in OTKO mice involves differently shaped spines. Thin
spines represent half of all observed shapes in both groups, but
the number of thin, mushroom, and stubby/wide spines was con-
sistently higher in proximal dendrites of OTKO mice than in WT
females. Notably, these data also indicate that mushroom spines
were the type that showed more intense effects following the
selective deletion of the OT gene and the altered oxytocinergic
transmission to and/or within the MePD. These results were con-
sistently found in the MePD since results obtained from randomly
Golgi-impregnated neurons showed a low variability, as assessed
by standard deviation values and the high statistical level of signif-
icance reached.

Therefore, there is an altered local synaptic processing in the
MePD involving both the number and the shape of dendritic spines
in OTKO mice. From data obtained in rats, most MePD axo-spine
contacts are excitatory (Brusco et al,, 2014), and the number of
spines is normally affected by fluctuations in ovarian steroids (e.g.,
reducing 35% from diestrus to proestrus; Rasia-Filho et al., 2004,
2012a). These latter finding highlights the proportion of MePD
spines that show labile excitatory inputs and are dynamically
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Fig. 1. (Top)Photomicrographs showing representative Golgi-impregnated neurons from the posterodorsal medial amygdala of control, wild type (WT) and oxytocin knockout
(OTKO) female mice studied in proestrus. Arrows point to differently shaped proximal dendritic spines classified as thin (t), mushroom (m) or stubby/wide (s, w). Bar =5 pm.
(Bottom) Mean (-£SD; n =6 rats in each group) of the number of differently shaped spines from proximal dendrites of neurons from the MePD of WT and OTKO females. OTKO
females had a higher density of all types of dendritic spines compared to WT. Mushroom-shaped spines showed the highest proportional increase in OTKO females. *p <0.01

compared to WT data.

modulated by ovarian steroids contrasting with the remaining pro-
portion that might represent more stable spines. Therefore, the
values found for the increase in the density of spines in the MePD in
OTKO females in proestrus (near 25% higher than WT counterparts;
cf. Becker et al., 2013) and the marked increment of differently
shaped spines (from 16 to 20% to 65%) can be considered substantial
and consistent for this area in the mice brain.

It is interesting to consider that OT can be an important synap-
tic modulator of the dynamic change of the number of dendritic
spines in the MePD. Indeed, OTKO proestrus mice show the oppo-
site effect on the density of spines than the observed in the MePD
of proestrus female rats due to the rise of circulating estrogen
and progesterone. That is, OTKO mice show high values and not
a downregulated hormonally-mediated density of spines. Further-
more, OTKO have differently shaped spines that can impact on the
MePD synaptic processing. For example, although thin spines with
long necks can display chemical and electrical compartmentaliza-
tions, mushroom-shaped spines have large heads and postsynaptic
densities that directly correlate with the number of excitatory
AMPA-type glutamate receptors and synaptic strength (Spruston
et al., 2013). Stubby/wide spines can have a low resistance and
promptly combine their local synaptic voltage to the parent den-
dritic shaft (Segal, 2010). Considering that projections from the
MePD are mainly inhibitory, the maintenance and/or the ampli-
fication of an abnormal excitatory drive to the MePD neurons is
likely to disrupt normal cyclic changes in the female brain and
behavior (further discussed in Rasia-Filho et al., 2012a). Altogether,
the altered spine density and shape in the MePD might affect the
synaptic processing and the information flow in integrated circuits
relevant for ovulation as well as the connections with hypothalamic
nuclei relevant to the proper display of the female sexual behavior
and the formation of social memory, which OT has a well-known

participation in physiological conditions and OTKO females show
clear impairments (Becker et al., 2013 and references therein).

Other possibilities for the functional implication of the
disrupted OT synthesis and transmission reaching the MePD
spines involve the pheromonal recognition of conspecific mice
(Ferguson et al, 2001), the organization of approach or
avoidance behaviors (Arakawa et al, 2010), the emotional
processing of social interactions, and/or the coupling of somatic-
sympathetic/parasympathetic responses with an indirect effect
on the central cardiovascular control (Quagliotto et al., 2014 and
references therein). Additional efforts involving ultrastructural
3D reconstructions of spines and immunolabeling of presynap-
tic terminals, and electrophysiological experiments involving the
response of differently shaped spines can test how complex is the
interaction of the altered synaptic demand and processing in OTKO
females associated with changing levels of ovarian steroids in the
mice MePD. It is possible that OT can modulate the decrease of the
number of dendritic spines and affect spine morphology during the
proestrus either by direct effects in the MePD circuitry or by indi-
rect actions on incoming pathways. Mushroom-shaped spines are
particularly highly sensitive to these OT effects.

Our results add to the notion that OT is an important synaptic
modulator in the MePD and can modulate the number of differently
shaped spines with functional implications on the reproductive
regulation of female mice.
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41.1. RESULTADOS ADICIONAIS: Analise da densidade e da morfologia de
espinhos dendriticos na amigdala medial péstero-dorsal de fémeas na fase do

diestro que eram nocaute para o gene da ocitocina.

Com o objetivo de complementar as analises realizadas no artigo 1 desta
tese, foi estudado também a densidade e as diferentes morfologias de espinhos
dendriticos na MEPD de fémeas nocaute para o gene da ocitocina (OTKO) durante a
fase de diestro. Nesse contexto, foram utilizados 12 camundongos fémeas (Controle,
WT=6; OTKO=6) originarios da linhagem C57BL/6J, pesando de 25 a 35 g, entre 5 a
8 meses de idade, mantidos em sala destinada para camundongos no biotério da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA). Os animais
permaneceram em uma sala com temperatura controlada (22 + 1°C), ciclo claro-
escuro de 12 horas e livre acesso a agua e a ragdo. Todos os procedimentos foram
conduzidos de acordo com o Guia de Cuidados e Utilizacdo de Animais de
Laboratério publicado pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da
Ameérica (2011) e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFCSPA (protocolo n°®131/13).

Para a realizagdo do procedimento histolégico, a regularidade do ciclo estral
foi averiguada através do monitoramento diario durante quinze dias, através da
técnica de esfregago vaginal. A secrecao vaginal foi coletada através do lavado com
10 pl de solugao salina utilizando uma pipeta de plastico, apds isso o material foi
colocado em uma lamina e analisado no microscopio Optico. As fases do ciclo estral
foram classificadas da seguinte forma: diestro: muitos leucocitos e poucas células
nucleadas; proestro: predominancia de células nucleadas; estro: predominancia de
células cornificadas; metaestro: mesma proporcao de leucdcitos, células cornificadas
e células nucleadas. Ao final dos quinze dias, somente as fémeas com trés ciclos
estrais regulares consecutivos e que estivessem na fase do diestro foram
selecionadas para o estudo.

A técnica de Golgi foi realizada de acordo com as descrigdes de Becker et al.
(11,51). Para a realizagcdo dessa técnica os animais foram anestesiados
intraperitonealmente com quetamina (80 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg). Sob anestesia
profunda foi realizada a abertura da caixa toracica pela dissecagao das partes
laterais e ventral do diafragma e rebatimento da porg¢ao ventral do gradil costal. Com

a visualizagdo do coragdo, foram injetados 500 ul de heparina (5.000 Ul/mlI)
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diretamente no ventriculo esquerdo. Apds esse procedimento, foi inserida no
ventriculo esquerdo uma agulha sem bizel conectada a um sistema de perfusao, que
teve como objetivo realizar a substituicdo do sangue por uma solugdo contendo
paraformaldeido a 4% e acido picrico a 2% diluidos em tampao fosfato 0,1 M e
pH=7,4. Os encéfalos foram perfundidos utilizando uma bomba peristaltica, retirados
e pos-fixados na mesma solugdo fixadora por 24 horas. Os encéfalos foram
seccionados em secg¢des coronais de 150 um de espessura no vibratomo. O atlas
das coordenadas estereotaxicas do encéfalo de camundongo elaborados por
Franklin e Paxinos (162; Figura 1) foi utilizado como referencial tedrico. Os cortes
contendo a MePD foram imersos na solugdo de dicromato de potassio a 3%
dissolvido na agua bidestilada e sem ions por 24 horas e ao abrigo de luz. Apds, as
seccgdes foram lavadas em agua destilada, colocadas entre laminulas e submersas
no nitrato de prata a 1,5% dissolvido em agua bidestilada e sem ions, resguardados
da luz por no minimo 48 horas a temperatura ambiente. Os cortes foram lavados
com agua destilada, desidratados em solugbes crescentes de alcool, diafanizados
com xilol, montados em laminas histoldégicas e cobertos com balsamo do Canada e
laminula.

Para a andlise histologica, a MePD foi localizada lateralmente ao trato optico
e a "camada molecular" e ventralmente a estria terminal. Imagens microscopicas de
cada corte do encéfalo foram comparadas com os desenhos esquematicos
apresentados no atlas do encéfalo do camundongo (162). Foram selecionados os
locais que apresentaram neurénios na MePD para o estudo no microscopio de luz
(Olympus BX-41, Jap&o). Os neurbnios que foram selecionados para o estudo
seguiram os seguintes critérios de inclusdo: a) estavam localizados indubitavelmente
na regido desejada, isto €, na MePD, mas relativamente afastados dos bordos
limitrofes, como preocupacdo para nao se coletar dados de outras areas vizinhas a
area de interesse; b) tinham, no minimo, seus primeiros 40 ym bem impregnados; c)
tinham os espinhos dendriticos claramente distinguiveis do “fundo” dos cortes e dos
precipitados inespecificos de prata; d) estavam relativamente isolados das células
vizinhas (108,140).

Para cada animal, os primeiros dendritos que preencheram os critérios de
inclusdo acima mencionados tiveram seus espinhos desenhados com o auxilio da
camara clara (2000x, ou seja, 100x da lente objetiva com imersdo em 6leo e 20x da

lente ocular) acoplada ao um microscopio Optico (Olympus BX-41, Japao). Os
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espinhos dendriticos foram classificados conforme a sua morfologia (fino, espesso e
cogumelo; 97, 140). A densidade de espinhos dendriticos foi calculada como sendo
a relagdo do numero total de espinhos dendriticos de cada tipo morfolégico dividido
pelo comprimento dendritico estudado, o qual foi mensurado utilizando o programa
de analise de imagens (Image Pro Plus 7.0, Media Cybernetics, EUA). Foram
estudados oito diferentes dendritos de diferentes neurénios de cada animal que
compde os 8 grupos experimentais, perfazendo um total de 48 dados por grupo
experimental. Foram calculados os valores médios da densidade de espinhos
dendriticos para cada tipo morfolégico, por animal e por grupo experimental. Os
dados referentes a densidade de espinhos dendriticos de cada tipo morfolégico nos
neurdnios da MePD de camundongos fémeas em proestro, anteriormente publicados
em Becker et al (11), foram utilizados para realizar comparagdes com 0s grupos em
diestro. Portanto, foram analisados os dados de quatro grupos experimentais
(FéEmeas WT em diestro; Fémeas OTKO em diestro; Fémeas WT em proestro;
Fémeas OTKO em proestro) que foram submetidos as mesmas condigdes
experimentais acima descritas. Os dados foram comparados através do teste da
analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido pelo teste post hoc de
Bonferroni. O nivel de significancia estatistico foi estabelecido em P<0.05. Os dados
foram analisados utilizando o software Prism (GraphPad, EUA).

Para analise desta parte da tese, nés reunimos os resultados ja publicados do
proestro (Artigo 1) com os resultados da fase de diestro, com o objetivo de
enriquecer esta analise.

Na figura 2, os dados referentes a densidade de espinhos dendriticos de cada
tipo morfolégico nos neurbnios da MePD das fémeas em proestro e diestro estao
representados como meédia + desvio padrdo. Ocorreram diferengas significativas
entre os grupos estudados [F (3,60) = 98.20, P<0.0001], os tipos de espinhos
dendriticos [F (2,60) = 1366.32, P<0.0001], e a interagao entre esses dois fatores [F
(6,60) = 8.88, P<0.0001]. As comparacdes referentes ao teste post hoc mostraram
que o grupo OTKO/Proestro ndo apresentou uma diferenga significativa na
densidade de espinhos dendriticos dos tipos fino (P>0.05), cogumelo (P>0.05) e
achatado (P>0.05) quando comparado ao grupo OTKO/Diestro. No entanto, esse
efeito foi observado quando comparamos os grupos WT/Proestro e WT/Diestro em
relagdo aos trés tipos morfolégicos de espinhos dendriticos (P<0.001). Além disso,

ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos WT/Diestro e
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OTKO/Diestro em relagdo aos trés tipos morfologicos de espinhos dendriticos
(P>0.05). Por fim, como foi anteriormente demonstrado em Becker et al (2015),
durante o proestro, o grupo OTKO apresenta uma maior densidade de espinhos
dendriticos dos tipos fino (P<0.01), cogumelo (P<0.01) e achatado (P<0.01) quando
comparado ao grupo WT. Portanto, durante o diestro, as fémeas dos grupos WT e
OTKO nao apresentaram diferengas significativas em relacdo a densidade de
espinhos dendriticos nos neurbnios da MePD. No entanto, na passagem para a fase
do proestro, observou-se, no grupo WT, uma redugéo significativa na densidade de
espinhos dendriticos dos trés tipos morfolégicos estudados, efeito que n&o foi
observado no grupo OTKO.

Em fémeas, durante o diestro, os grupos OTKO e WT ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo a densidade de espinhos dendriticos nos
neurdbnios da MePD. No entanto, na passagem para a fase do proestro, observou-
se, no grupo WT, uma redugdo significativa na densidade de espinhos dendriticos
dos trés tipos morfolégicos estudados. Essa redugcdo nio foi observada no grupo
OTKO em proestro. Durante o proestro, o grupo OTKO apresentou uma maior
densidade de espinhos dendriticos na MePD quando comparado ao grupo WT.
Notavelmente, essa maior densidade de espinhos dendriticos estava relacionada
com os trés tipos morfologicos estudados, porém, os espinhos do tipo cogumelo
foram os que evidenciaram com maior intensidade os efeitos da deleg¢ao seletiva do
gene da OT e das alteragbes na transmissao ocitocinérgica. Considerando que as
projecdes diretas e indiretas da MePD para as areas hipotalédmicas relacionadas ao
comportamento sexual sdo GABAérgicas, a redugdo dos espinhos dendriticos na
MePD proporciona a desinibicdo necessaria para a ocorréncia do comportamento
sexual em fémeas. Dessa forma, podemos considerar a OT um importante
modulador sinaptico das mudangas dindmicas que ocorrem na densidade de
espinhos dendriticos na MePD ao longo do ciclo estral, uma vez que, nos
camundongos OTKO uma maior densidade ou uma nao redugcao da densidade de
espinhos dendriticos esta diretamente relacionada com a diminuicdo do

comportamento sexual observada anteriormente nesses animais (51).
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FIGURA1
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Figura 1: Diagrama esquematico da porgdo ventral de uma seccgado coronal que
mostra a amigdala medial péstero-dorsal (MePD) localizada no prosencéfalo do
camundongo. Nesse caso, a MePD esta localizada a uma distancia posterior de
1,70 mm do bregma. A area preenchida de cinza indica a localizagdo da MePD.
MePV, amigdala medial p6stero-ventral; opt, trato dptico; st, estria terminal. Escala =
500 pym. Adaptado do atlas de Franklin e Paxinos (162).
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FIGURA 2
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Figura 2: Média (xDP) da densidade de espinhos dendriticos das diferentes
morfologias nos dendritos proximais dos neurbnios da MePD de fémeas WT e
OTKO. * P<0.001 quando comparado ao grupo WT/Diestro, + P <0.01 quando
comparado ao grupo WT/Proestro, n =6 animais por grupo experimental.
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Oxytocin has central actions that modulate synaptic plasticity and the occurrence of social behavior in rodents.
The posterodorsal medial amygdala (MePD) composes a sexually dimorphic neural circuit for the display of male
sexual behavior. Local dendritic spines are notably plastic and affected by context-dependent social stimuli.
Here, we examined the effects of the selective deletion of the OT gene (OTKO) in the number and shape of Golgi-
impregnated dendritic spines in the MePD of ndive and sexually experienced (SexExp) male mice (n = 6 each
group). Compared to the control wild-type mice (WT), OTKO niive mice did not differ in the density of dendritic
spines, but there was a significant and more intense reduction in the number of spines in the WT/SexExp
(~40%) than in the OTKO/SexExp (~ 25%). This structural change had a spine-specific feature. That is, sexual
experience induced a decrease in the number of thin (~50%) and mushroom-like spines (~35%) at the same
time that increased (~30%) the number of stubby/wide spines. In addition, the OTKO/SexExp animals have
more thin and mushroom spines than the WT/SexExp ones ( ~25% and 55%, respectively; p < 0.01 in all cases).
In conjunction, these novel data indicate that OT participates in the spine remodeling, synaptic refinement, and
social stimuli-dependent plasticity in the MePD of male mice.

1. Introduction

The modulation of synaptic plasticity and the occurrence of social
behaviors, including maternal care, affiliation, and sexual behavior,
involve the oxytocinergic action in the bed nucleus the of the stria
terminalis (BNST), the medial preoptic area (MPOA), the ventromedial
hypothalamus (VMH), and the medial nucleus of the amygdala (MeA)
in rodents [1-41. Among these areas. the MeA forms part of the “ex-
tended amygdala” [5] and its sexually dimorphic posterodorsal sub-
dvision (MePD) integrates olfactory and pheromonal stimuli [6,7] with
neural gonadal hormone effects to control the reproductive behavior of
male and female rats [reviewed in 8].

The density and shape of dendritic spines in the rat MePD can be
affected by circulating levels of sex steroids or by experimental ma-
nipulations, such as castration and gonadal hormone replacement
therapy [9,10]. For example, the density of proximal dendritic spines is
higher in males than in females in proestrous, estrous or metaestrous
[G]. Castration of adult males, irrespective of brain hemisphere,

decreased the dendritic spine density in the MePD, but induced dif-
ferent effects on each spine type studied [10]. L.e., compared to control
groups, castration reduced the number of thin, mushroom-like, and
ramified spines, but increased the number of stubby/wide ones [10].
These data are relevant because dendritic spines are specialized post-
synaptic elements that receive most inputs from excitatory axons
[11,12]. Spines can dynamically modulate synaptic strength and plas-
ticity [131] and their shapes can be related with functional features. Thin
spines with a narrow neck can impose a higher resistance for the vol-
tage coupling of the spine with the parent dendrite [14], a finding that
does not occur for stubby/wide spines [15]. Mushroom shaped spines
have a large head and the head diameter is related with the extension of
the postsynaptic density and the type of glutamatergic receptor to be
activated [16].

It was recently reported that oxytocin (OT) is an important synaptic
modulator in the MePD of mice [2,17]. The selective deletion of the OT
gene in knockout mice (OTKO) decreased the display of female sexual
behavior [17], a finding that also showed a selective involvement of the
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different types of dendritic spines in the MePD [2]. On the other hand,
male mice lacking the OT gene did not exhibit an evident sexual be-
havior deficit [18,19]. This does not mean that OT is not important for
the central modulation of this behavior. Microinjection of OT into the
lateral ventricles stimulates copulation in male rats [20], an effect that
can be blocked by the administration of an OT receptor (OTR) an-
tagonist [20,21]. Oxytocin is one of the neuropeptides that control
penile erection and sexual motivation [22]. Furthermore, sexual ex-
perience is associated with the increased OTR expression in the MPOA
of male rats [23].

Interestingly, the MePD participates in the central control of penile
erection [24], the initiation of copulatory behavior [25], and for ex-
perience-dependent changes in electrophysiological responses induced
by a receptive female [26]. Because OT can modulate both the synaptic
plasticity and reproductive behavior, we studied the effects of the se-
lective deletion of the OT gene in the number and shape of dendritic
spines in the MePD of male mice with and without sexual experience.

2. Material and methods

The animals were the offspring of a backerossed stock from Dr. W.
Scott Young (B6; 129S-Oxttm1Wsy/J; NIMH, USA; [cf2,17]). All ani-
mals were littermates from heterozygous breeders (C57BL/6 mice).
Genotyping was described in details elsewhere [17,27]. Adult males
(N = 24), 5-8 months old and weighing 25-35g, were housed in
groups with free access to food and water. All subjects were maintained
in a temperature-controlled room (22 %= 1°C) on a 12:12 light-dark
cycle with the lights off at 5 p.m. All procedures were conducted in
accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
published by the US National Institutes of Health (8th edition, 2011)
and approved by the local Ethics Committee (UFCSPA, Brazil, protocol
no. 920/09 and 130/13).

Males were randomly divided in 4 groups (n = 6 in each group): 2
groups of sexually naive mice [wild-type (WT/Naive) and OTKO
(OTKO/Naive)] and 2 groups of sexually experienced mice [WT (WT/
SexExp) and OTKO (OTKO/SexExp)]. The animals that were sexually
experienced were placed during 3 weeks with sexually receptive fe-
males, which became pregnant [adapted from 28].

At the end of this period, the mice of the four experimental groups
were submitted to the Golgi method. The methodological procedure
described here was previously employed by [2,17]. Briefly, males were
deeply anesthetized with intraperitoneal injections of ketamine
(80 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg), brains were perfused and fixed
with 4% paraformaldehyde and 2% picric acid in 0.1 M phosphate
buffer solution (pH = 7.4), sectioned coronally (150-pm thick) using a
Vibratome™ (Leica, Germany), immersed in 3% potassium dichromate
and, afterwards, in 1.5% silver nitrate solutions (Merck, Germany).
Sections were rinsed in distilled water, dehydrated in an ascending
series of alcohols, cleared with xylene, mounted on slides, and covered
with synthetic balsam and coverslips. Both hemispheres were studied.

The selected brain sections were approximately 1.46-1.94 mm

Fig. 1. Schematic diagram of the ventral part of a coronal slice showing the posterodorsal medial amygdala (MePD) in the mice forebrain and from where part of the present data was
obtained (in this case, 1.70 mm posterior to the bregma). Gray filled area indicates the MePD location. MePV, posteroventral medial amygdala; opt, optic tract; st, stria terminalis. Scale

bar = 500 um. Adapted from the atlas of Franklin and Paxinos [29].

46

Neuroscience Letters 660 (2017) 155-159

posterior to the bregma [29] where the MePD is edged laterally by the
optic tract and the “molecular layer”, and ventrally by the stria termi-
nalis ([5]; Fig. 1). The including criteria for neuronal selection were: (a)
be undoubtedly located within the boundaries of the MePD; (b) be re-
latively isolated from neighboring impregnated cells to avoid “tangled”
dendrites; (c) dendrites should have well-impregnated and defined
borders; and (d) spines should be clearly distinguishable from the
background [17]. Neurons whose proximal dendrites fulfilled these
above mentioned criteria had their spines drawn along 40 pm [based on
30] through the z-axis focal planes using a camera lucida (at 2000x; i.e.,
100 x oil-immersion objective lens and 20 x ocular lens) coupled to an
optic microscope (Olympus BX-41, Japan). For each male, 8 different
dendrites (one per neuron) were studied per mouse. Spine density was
defined as the number of spines per unit length of dendritic segment (in
um). Three-dimensional dendritic lengths were measured from the
same microscopic images (400x; Olympus BX-61, Japan) after the se-
lected dendrites had been captured by a high-resolution digital camera
(CCD DP72, Japan) and measured using the Image Pro Plus 7.0 com-
puter software (Media Cybernetics, USA).

The three differently shaped and most common dendritic spines in
the MePD were identified and counted in the above mentioned ex-
perimental groups. The morphological features of the spine head and
neck allowed spine classification as thin, mushroom or stubby /wide one
[31]. The number of each type of spine was counted along the z-axis on
the same dendritic segments evaluated for the density of spines.

Mean values were calculated for each animal. Data were tested for
normal distribution and homodedasticity using the Kolmogorov-
Smirnov test and the Bartlett test, respectively. The overall density of
spines was compared between groups by a two-way analysis of variance
(ANOVA) test followed by the Bonferroni test. The number of each type
of spine per experimental group was submitted to an one-way ANOVA
and the Tukey post hoc test. The statistical level of significance was set
as P < 0.05. We used the Prism statistical software (GraphPad, USA).

3. Results

Representative microscopic images of a long Golgi-impregnated
spiny dendrites from the MePD and camera lucida drawings for the
dendritic spines of each experimental group are shown in Fig. 2A and
2B, respectively. Minimum and maximum ranges (spines/dendritic pm)
in the MePD were 1.77 — 2.10 (WT/Naive), 2.00 — 2.12 (OTKO/
Naive), 0.92 — 1.35 (WT/SexExp), and 1.27 — 1.50 (OTKO/SexExp;
Fig. 2C).

The density of dendritic spines in the MePD showed a statistically
significant difference between groups due to the selective deletion of
the OT gene [F(1,20) = 23.70, P < 0.01], sexual experience [F(1,20)
= 306.85, P < 0.01] and the interaction of these two factors [F(1,20)
= 4,58, P = 0.04]. The post hoc test showed that both sexually ex-
perienced groups had a significant decrease in the density of dendritic
spines in the MePD than the naive groups (P < 0.01). No difference
was found between WT/Naive and OTKO/Naive mice (P > 0.05), but
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Fig. 2. (A) Reconstructed microscopic image of a representative Golgi-impregnated neuron from the male mice posterodorsal medial amygdala (MePD). Spines were studied along the
proximal dendrite (40 ym, boxed area). Scale = 3 ym. (B) Camera hicida drawings of MePD spiny dendrites from rhe wild type nafve (WT/Naive), oxytocin knockour naive (OTKO/
Naive), WT sexually experience (WT/SexExp) and OTKO sexually experience (OTKO/SexExp) groups. Scale bar = 2 pm. Spine shapes were classified as thin (t), mushroom (m) or stubby/
wide (s). (C) Values (mean + standart deviation) of the density of dendritic spines and (D) the number of different shaped dendritic spines in the MePD of experimental groups (n = &

each) *P < 0.01 when compared to WI/Naive, P < (.01 when compared to OTKO/Naive, 'P = 0.01 when compared to WT/SexExp.
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OTKO/SexExp mice had a higher density of dendritic spines in the
MePD than the WT/SexExp group (P < 0.01; Fig. 2C).

There was a statistically significant difference between groups in the
number of thin [F(3,20) = 190.50, P < 0.01], mushroom [F(3, 20)
= 58.77, P < 0.01] and stubby/wide spines [F(3, 20) = 14.24,
P < 0.01]. The post hoc test showed that both WT/SexExp and OTKO/
SexExp groups had a significant decrease in the number of thin and
mushroom spines (P < 0.01). At the same time, there was a higher
number of stubby/wide spines (P < 0.01) in these groups than in the
WT/Naive and OTKO/Naive ones. In addition, the OTKO/Exp group
showed a higher number of thin and mushroom spines than the WT/
Exp one (P < 0.01; Fig. 2D).

4. Discussion

The present results provide the first evidence that the number and
shape of dendritic spines can be modulated by the deletion of the OT
gene and by sexual experience in the MePD of adult male mice. Our
findings revealed that (1) WT and OTKO néive mice did not differ in the
density of dendritic spines, but sexual experience reduced ~25-40%
the density of proximal dendritic spines in both WT and OTKO animals.
This plastic change is not the same in OTKO and WT males. That is, the
absence of the OT action in the MePD is related with the presence of
more spines (~25% higher) in local neurons of OTKO animals than in
its control group. (2) These effects in the MePD have a notable spine-
specific feature. Sexual experience induced a decrease in the number of
thin and mushroom-like spines (~35-50%) at the same time that in-
creased the number of stubby/wide spines (~30%). In addition, the
OTKO/SexExp animals have more thin and mushroom spines than the
WT/SexExp ones ( ~25-55%). These data indicate that OT participates
in the social stimuli-dependent structural plasticity and in the re-
modeling of dendritic spines in the male mice MePD.

In this sense, the posterior MeA modulates male sexual behavior by
matching sexual experiences with the processing of the social context of
encounters with females [25.,26]. The electrical stimulation of the
posterior MeA in male rats increased the frequency of mounting and
investigative behavior directed toward a male conspecific. However,
these effects were limited to naive males, indicating that the effect of
MeA stimulation can be modulated by previous sexual experience to
regulate species-typical copulatory responses in males [26]. Experience-
dependent neuronal changes also take place in the MeA of male ham-
sters [32]. That is, “exposure to an estrous female might produce long-
term changes in the response properties of neurons within the MeA and
its projection sites so that the processing of further stimulation that
matches the previous (estrous female induced) pattern of neural ac-
tivity... Indeed, previous exposure to chemical and tactile cues from an
estrous female facilitates the transmission of subsequent matching
chemosensory information within the vomeronasal-MeA-MPOA
system” . Our present morphological findings support the first part of
this proposition for male mice.

According to previous studies [18,19], the disruption of OT gene did
not abolish male sexual behavior. Then, it is possible that both OT and
the MePD are relevant parts, but not crucial ones, for the display of
sexual behavior in mice. Nevertheless, OTKO mice showed deficit in
social memory [33]. Pharmacological studies in OTKO mice have de-
monstrated that intracerebroventricular injections of OT into the MeA
rescue social recognition, whereas injections of OT antagonist or OT
receptor antisense oligonucleotide inhibits this behavior in WT mice
[34-36]. After social exposure, OTKO mice exhibited reduced activity
in the MeA, BnST, and MPOA and increased activity in the somato-
sensory cortex and hippocampus (CA1 and CA2 fields) detected byFOS
immunoreactivity when compared to the WT mice. Therefore, these
males may be using alternative neural pathways with other neuro-
transmitters and/or active neuropeptides or even from other receptive
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It is also noteworthy that adult male rats display an increased pre-
ference for receptive females over nonreceptive females, probably due
to the motivating properties of the female precopulatory cues emitted
during estrus [38]. OT in the MeA is necessary for normal social re-
cognition behavior in male mice [39]. Sexual behavior reflect the in-
tegration of olfactory and vomeronasal inputs in the anterior MeA and,
afterwards, to the MePD [40] towards specific BNST and hypothalamic
nuclei [41]. In the posterior MeA, blockage of OT actions disrupt the
immediate early gene expression pattern for normal categorization of
biologically relevant chemical-communication signals [39]. The sy-
naptic processing in the MePD and the participation of OT in mice has
two important features to be considered in néive animals and in sexu-
ally experienced ones. In the former, the number and shape of dendritic
spines is not different between WT and OTKO mice. A notable re-
structuring of synaptic connectivity and strength can be found in the
MePD of WT/SexExp and OTKO/SexExp mice, with significant differ-
ences between these groups, In WT/SexExp mice it is likely that OT
participated in the pruning of dendritic spines, but in OTKO/SexExp
mice thin and mushroom spines did not decrease at the same extent
following sexual experience.

Therefore, our data indicate a modulation in the number and
structure of dendritic spines in the male MePD possibly involved with
the afferent and local processing of the sensorial perception and the
social meaning of a sexual encounter [39], mating and/or ejaculation
[42]. Taking into account that the MePD is part of a sexually dimorphic
circuit that modulates the occurrence of reproductive behavior [8,9],
numerical and structural remodeling of dendritic spines have a con-
siderable impact on the excitation of MePD neurons and their function
in the male social behavior network. Both WT/SexExp and OTKO/
SexExp have reduced the density of spines, but the lack of the OT gene
and the altered oxytocinergic transmission promoted different effects in
these spines compared to the WT control group. This addresses the
relevance of the OT for the synaptic transmission and postsynaptic
processing in the MePD. Spines receive mainly excitatory synapses and
changes in the number and the shape of dendritic spines by the selective
deletion of the OT gene can affect the neural connections that modulate
the sexual behavior display in males. Because sexually experienced
mice have a better pedformance than niive ones, our data is suggestive
of a synaptic refinement involving a selective reduction in thin and
mushroom spines and an increase in stubby/wide ones in the MePD.
Stubby/wide spines have a simple shape compared to the other classes.
Nevertheless, they are relevant to quickly elaborate voltage changes to
the parent dendrite and are more prone to provide a straight trans-
mission of synaptic inputs towards the cell body [43]. This can be even
more relevant for proximal dendritic spines, as studied here, to de-
termine the firing rate and dynamic pattern of activity of MePD neu-
rons. On the other hand, this does not dismiss the importance of thin
and mushroom spines in the MePD. These are spines that can be in-
volved with ‘learning’ and ‘memory’ functional properties, respectively,
according the synaptic demands in each brain area [11]. Future studies
using optogenetics, techniques using two-photon microscopy, and
electrophysiological recordings can benefit and further elaborate the
present findings and functional hypothesis.

In conclusion, the deletion of the OT gene remodels the number and
selectively affects the shape of dendritic spines in the MePD of mice, a
finding that involves the processing of social stimuli and memory ela-
boration as evidenced by differences in males with and without sexual
experience, Also, these data from males add to those previously pub-
lished data for OTKO female mice [2,17] to reveal the connectional and
functional roles of OT in a sexually dimorphic circuit that modulates
social/reproductive behavior in mice and other mammals.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES

Os circuitos neurais apresentam elevada plasticidade, de forma que mudam
em resposta aos estimulos sensoriais e as interagdes ambientais. Essa plasticidade
esta relacionada com a liberacdo de diversos neuromoduladores. A OT esta
relacionada com a modulagdo de uma série de comportamentos sociais, inclusive
com resultados que apresentam aplicabilidade clinica (10,12,14,15).

Nossos achados reforcam a ideia que a OT promove mudangas dindmicas na
densidade de espinhos dendriticos na MePD ao longo do ciclo estral, uma vez que,
nos camundongos OTKO em proestro uma maior densidade ou uma nao reducao da
densidade de espinhos dendriticos esta diretamente relacionada com a diminuigdo
do comportamento sexual observada anteriormente nesses animais (51).

Ja nos machos, os grupos WT e OTKO sem experiéncia sexual nao
apresentaram diferengas significativas em relagdo a densidade de espinhos
dendriticos nos neurénios da MePD. Entretanto, a experiéncia sexual promoveu uma
reducédo significativa da densidade de espinhos em ambos os grupos estudados.
Essa reducdo apresenta caracteristicas espinho-especificas, uma vez que, a
experiéncia sexual induziu uma diminuicdo no numero de espinhos dos tipos fino e
cogumelo, mas ao mesmo tempo, um aumento no numero de espinhos do tipo
achatado. Além disso, entre os grupos com experiéncia sexual, o grupo OTKO
apresentou uma maior quantidade de espinhos dos tipos fino e cogumelo, quando
comparado ao grupo WT. Portanto, esses dados indicam que OT participa da
plasticidade estrutural dependente de estimulos sociais e da remodelacdo de
espinhos dendriticos na MePD de machos.

Em conclusdo, a delegdo do gene OT remodela a quantidade e afeta
seletivamente a morfologia dos espinhos dendriticos na MePD de fémeas durante o
proestro e de machos com experiéncia sexual. Dessa forma, os resultados deste
estudo somados aos dados publicados anteriormente, permitem desvendar os
papéis conectivos e funcionais da OT no circuito sexualmente dimérfico que modula

o0 comportamento sexual em roedores.
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CEUA —-COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA E ENSINO
1) PROTOCOLO N°:131/13  Parecer 270/14

2) DATA DO PARECER: 14/05/14

3) TITULO DO PROJETO:

Morfologia e densidade de espinhos dendriticos na amigdala medial pdstero-dorsal de
camundongos Knockout para o gene da ocitocina e sua relagdo com o comportamento
sexual.

4) PESQUISADOR RESPONSAVEL:

Marcia Giovenardi

5) RESUMO DO PROJETO:

A sobrevivéncia das espécies depende do seu sucesso reprodutivo, sendo que a
reproducgdo depende de varios circuitos integrados. A ocitocina exerce papel crucial
neste comportamento, sendo que grande parte dos seus receptores estdo situados no
SNC..

6) OBJETIVOS DO PROJETO:

Investigar o papel da ocitocina na morfologia e densidade dos espinhos dendriticos
proximais dos neurdnios da amigdala medial postero-dorsal, subnucleo da amigdala
responsavel pelo processamento feromonal e pela reprodugio, de camundongos com
delecdes seletivas no gene da OT (OTKO) e sua relagdo com o comportamento sexual.

7) FINALIDADE DO PROJETO: [ ] Ensino | x_| Pesquisa

8) ITENS METODOLOGICOS E ETICOS DO PROJETO:

Titulo Adequado | | Comentarios
Introdugéo E Adequada |:| Comentarios
Objetivos Adequados [ | Comentarios
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Relevancia e Justificativa Adequados [ ] Comentarios

Materiais e Métodos Adequados [ | Comentarios

Cronograma para execugéo da pesquisa | x | Adequado [ | Comentarios
Orgamento e fonte financiadora [x | Adequados [ | Comentarios
Referéncias Bibliograficas [ x | Adequadas [ | Comentarios
9) O PROJETO ESTA ADEQUADO A LEGISLAGAO VIGENTE:
[x | Sim [ ] Nao

10) INFORMAGOES RELATIVAS AOS ANIMAIS:

Grau de dorlestresse: B | C [x | D[ | E []

Justifique:

Espécie: Camundongos C5BL/6J Ndmero Amostral: 60
Redugdo Amostral: [ ]sim [x | Nao
Justifique:

Substituigdo de Metodologia: [x | Sim [ ] Nao

Se achar necessdrio, justifique e sugira uma nova metodologia:

Aprimoramento da Metodologia: [ x ] Sim [ | Nao
Se achar necessario, justifique e sugira aprimoramentos da metodologia:
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Acomodacéao e manutengao dos animais: [X | Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Manipulagédo dos animais: @ Adequada [:] Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Analgesia dos animais (se aplicavel): [X ] Adequada | | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com analgésico substituto:

Anestesia dos animais (se aplicavel): [X | Adequada | | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com anestésico substituto:

Eutanasia dos animais (se aplicavel): [X | Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com metodologia substituta:

Local de Realizagao (Biotério/Labotarério): UFCSPA — Sala 306 (Preparo de aulas préticas)
+ Laboratério de Fisiologia (Anexo Il)

Outra instituigdo. Qual? UFCSPA

11) CRONOGRAMA DE UTILIZAGAO DE ANIMAIS
Data Espécie Sexo Quantidade
11/2013 anov/2014 Camundongos MeF 20 e 40

12) RECOMENDAGAO:

[x ] Aprovado

[ ] Com Pendéncia

[ ] Nao aprovado
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Comentarios gerais sobre o projeto:

Projeto aprovado pela UFCSPA, POREM OS ANIMAIS NAO PODEM SER
ALOJADOS NOS BIOTERIOS DA UFCSPA! A INSTITUICAO NAO TEM
CREDENCIAMENTO JUNTO A CTNBIO. OS ANIMAIS DEVEM SER
MANTIDOS NO HCPA, CONFORME INFORAMADO PELO
PESQUISADOR RESPONSAVEL.
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