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RESUMO

Evidéncias experimentais sugerem a participacdo do cerebelo em fungdes motoras e ndo
motoras. Visto que recentes resultados demonstram a participacdo do sistema cerebelar
histaminérgico na consolidacdo da memdria, este trabalho investigou o efeito de microinjecdes
e o entendimento das bases moleculares do agonista histaminérgico H4 (VUF-8430) na
consolidacdo da memdria emocional em camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado
(LCE), um modelo voltado a ansiedade (Experimento 1); a caixa de esquiva inibitoria (EI), um
modelo voltado ao medo (Experimento 2); no controle motor e na aprendizagem motora em
camundongos submetidos ao rotarod (Experimento 3); e, na expressdo proteica dos niveis
séricos de CREB e CREB fosforilado através da técnica de Western blotting (Experimento 4).
No quarto dia apds a cirurgia de implantacdo da canula-guia, para a realizacdo dos
Experimentos 1, 2 e 3, 0s animais receberam microinjecdes intra-vermis de salina (SAL) ou
VUF (0,15 nmol; 0,49 nmol; e 1,48 nmol/0,1 ul) pds-exposicdo. Esses experimentos foram
realizados em dois dias consecutivos. Experimento 1: foi realizado no LCE e, imediatamente
apos a exposicdo (T1), houve o tratamento farmacoldgico; no segundo dia de teste (T2), ocorreu
apenas a reexposicao ao LCE. A diminuicdo da atividade nos bragos abertos (EBA e TBA) em
T2 comparada a T1, permitiu inferir a aprendizagem e consolidacdo da memoria emocional.
Experimento 2: foi realizado na EI e o tratamento farmacol6gico ocorreu apos o primeiro dia
de teste (D1); no segundo dia de teste (D2), os animais foram apenas reexpostos a EI. O aumento
ou a diminuicao das laténcias de D2 comparado a D1, permitiu inferir a facilitacdo ou o déficit
na aprendizagem e consolidacdo da memoria emocional. Experimento 3: foi realizado no
rotarod e 0s animais receberam o tratamento farmacologico imediatamente apds a exposicao
(R1); no segundo dia de teste (R2), os animais foram apenas reexpostos ao aparato,
caracterizando a aprendizagem motora. O aumento ou a diminuicdo das laténcias de R2
comparado a R1 permitiu inferir a facilitacdo ou déficit na consolidacdo da aprendizagem
motora. Experimento 4: foi realizada a injecao sistémica intraperitoneal (1.P.) do VUF-8430,
na dose de 500 ng/kg, para investigar a expressdo proteica através da fosforilacdo do fator de
transcricdo CREB, utilizando a técnica de Western blotting, no vérmis cerebelar e em estruturas
classicas vinculadas a memoria emocional (cértex pre-frontal, amidala e hipocampo).
Resultados: no Experimento 1, o VUF (0,49 nmol e 1,48 nmol) prejudicou a consolidacdo da
memoria emocional no LCE; no Experimento 2, o VUF (1,48 nmol) prejudicou a consolidacédo
da memoria emocional na El; no Experimento 3, o VUF (0,49 nmol e 1,48 nmol) prejudicou a
consolidacéo da aprendizagem motora no rotarod; e, no Experimento 4, houve uma diminuicéo
da expressdo proteica (CREB e pCREB) no vérmis cerebelar e no cortex pré-frontal de
camundongos. Conclus@es: a maior dose do VUF-8430 (1,48 nmol), microinjetada no vérmis
cerebelar de camundongos, induziu um déficit na aprendizagem e consolidacdo da memaoria nos
modelos utilizados no presente estudo (LCE, El e rotarod). Além disso, a diminuicdo da
expressdo proteica no vérmis cerebelar verificada pelos niveis de CREB e pCREB ao injetar
I.P. a dose mais alta do agonista histaminérgico dos receptores H4 (VUF-8430), pode
corroborar os déficits encontrados, entretanto, ha a necessidade de novos estudos para investigar
0 papel dos receptores histaminérgicos H4 no sistema nervoso central.

Palavras-chave: Sistema histaminérgico; memoria emocional; consolidagdo; cerebelo;
camundongos.



ABSTRACT

Experimental evidence suggests the participation of the cerebellum in motor and non-motor
functions. Since recent results demonstrate the participation of the histaminergic cerebellar
system in the consolidation of memory, this study investigated the effect and the understanding
of the molecular bases of the histaminergic H4 agonist (VUF-8430) microinjection in the
consolidation of emotional memory in mice submitted to the elevated plus maze (EPM) and the
inhibitory avoidance task (IAT) as well as in motor control in mice submitted to the rotarod
test. On the fourth day after surgical recovery from the procedure to implant a cannula, the
animals received saline (SAL) or VUF (0.15 nmol; 0.49 nmol; e 1.48 nmol/0.1 ul) administered
post-exposure. Experiments 1, 2 and 3 were performed on two consecutive days: Exposure and
24h after, the re-exposure. Experiment 1: was held in the EPM and immediately post-T1, the
pharmacologic treatment occurred; in T2, there were only re-exposure to EPM. The decrease
in activity in the open arms (OAE and OAT) between T1 and T2, inferred the emotional
memory. Experiment 2: was held in the IAT and the pharmacological treatment was post-D1;
in D2, the animals were only re-exposed to the IAT. The increase or decrease of latencies in D2
compared to D1 inferred the emotional memory. Experiment 3: was held in the rotarod and
the animals received the drug treatment post-R1; in R2, the animals were only re-exposed,
featuring motor learning. The increase or decrease in R2 latencies compared to R1, inferred the
motor learning. Experiment 4: VUF-8430 was I.P. injected at a dose of 500 ng/kg to investigate
protein expression by phosphorylation of the CREB transcription factor, using the Western
blotting technique, in the cerebellar vermis and in classic structures linked to emotional memory
(prefrontal cortex, amygdala and hippocampus). Results: in Experiment 1, VUF (0.49 nmol
and 1.48 nmol) impaired the consolidation of emotional memory in the EPM; in Experiment 2,
VUF (1.48 nmol) impaired the consolidation of emotional memory in the 1AT; in Experiment
3, VUF (0.49 nmol and 1.48 nmol) impaired the consolidation of motor learning in the rotarod;
in Experiment 4, there was a decrease in protein expression (CREB and pCREB) in the
cerebellar vermis and prefrontal cortex in mice. Conclusions: the highest dose of VUF-8430
(1.48 nmol), microinjected in the cerebellar vermis in mice, induced deficit in learning and
memory consolidation in the models used in the present study (EPM, IAT and rotarod). In
addition, the decrease in the protein expression in the cerebellar vermis verified by CREB and
PCREB levels when injected I.P. the highest dose of the H4 receptor agonist (VUF-8430) can
corroborate these deficits, however, there is a need for further studies to investigate the role of
histamine H4 receptors in the central nervous system.

Keywords: Histaminergic system; emotional memory; consolidation; cerebellum; mice.
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1 INTRODUCAO

1.1 A memoria

Os principais estagios de formacdo da memdria passam por quatro fases que
compreendem 0s processos de aquisicdo, consolidagdo/armazenamento, evocacdo e
reconsolidacdo (Kandel et al., 2003; Kolb; Wishaw, 2002; Brewin, 2018). A fase de aquisi¢cao
da memoria refere-se ao periodo de tempo entre a percepcao de estimulos provenientes de uma
determinada experiéncia e 0 momento em que esses estimulos sdo codificados e memorizados
(Hamann, 2001); assim, quanto maior o nivel de atencdo durante essa fase, maior sera a
probabilidade desse evento ser armazenado permanentemente (Kentros et al., 2004).

A fase de consolidacdo da memoria é o processo pelo qual uma informacéo adquirida é
estabilizada para ser armazenada como uma memoria de longa duracdo, podendo estar sujeita
a interferéncias farmacologicas e/ou comportamentais (Glaser et al., 2010). Para que essa
informacao recém-aprendida durante a fase de aquisicdo seja transformada em modificacdes
estaveis durante a fase de consolidacéo, é necessario que ocorra a sintese proteica (Nakayama
et al., 2013). Adicionalmente, a consolidacdo da memoria pode ser modulada por fatores
enddgenos neuro-humorais caracteristicos do animal, como a ansiedade e o nivel de estresse
(McGaugh, 2006; Roozendaal et al., 2009).

A fase de evocacdo da memdria envolve uma reativacdo rapida das memdrias que
encontram-se latentes (Cammarota et al., 2005). Entretanto, a reconstrucdo de experiéncias
prévias pode ser influenciada por experiéncias emocionais no momento dessa evocagao
(Buchanan, 2007). Dudai e Eisenberg (2004) sugerem que evocagdes por um curto periodo de

tempo podem induzir uma desestabilizacdo de uma memoria previamente consolidada,
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entretanto, essa memdria pode ser estabilizada posteriormente em um processo denominado
reconsolidacdo; contudo, a reconsolidacdo pode ser mais dificil de ocorrer em memdrias mais
fortes e remotas, ou em individuos mais ansiosos (Brewin, 2018).

A fase de reconsolidacdo fundamenta-se na desestabilizacdo da memdria apds sua
reativacdo, deixando-a labil e vulneréavel, sujeita novamente a interferéncias e necessitando de
um novo ciclo de consolidacédo para ser preservada (Nader; Einarsson, 2010). Adicionalmente,
a reconsolidagcdo permite a integracdo de novas informagdes no tragco mnemdnico original,

culminado no fortalecimento ou enfraquecimento da mesma (Alberini; Ledoux, 2013).

Experimentalmente, a persisténcia de uma determinada memoria vai depender de
diferentes variaveis, tais como: a intensidade do treino e o nimero de repeticOes realizadas
(Sierra et al., 2013). Os eventos emocionais apresentam um forte componente motivacional
para que ocorram 0s processos da memoria, alterando estratégias comportamentais em situacées
futuras (Ledoux, 2000). Portanto, o condicionamento do medo fornece uma forma de
aprendizagem que transformard um estimulo indécuo, em um estimulo que antecipara uma

determinada situacao aversiva (Strata, 2015).

Um dos grandes achados que permitiu o entendimento dos mecanismos de formacéo da
memoria, foi a descoberta do processo eletrofisiologico conhecido como “potenciacdo de longa
duragdo” (LTP). A LTP consiste no aumento persistente da resposta de neurdnios a uma breve
estimulacdo repetida de um ax6nio ou de um conjunto de axénios, permitindo uma diminuicao

no limiar de excitabilidade dessa célula nervosa, facilitando a sua ativacdo (Kandel et al., 2003).

H& um processo parecido, mas inibitorio, denominado “depressdo de longa duragdo”
(LTD). Em comparacdo com a LTP, a LTD inibe a resposta neuronal (Stanton, 1996). Uma
caracteristica comum da LTP e da LTD é que podem ser medidos por horas, dias ou semanas.
De fato, a duracgdo dessas mudancas sugeriu que existe uma forte relacéo entre LTP, LTD e as

memorias de longa duracdo (Teyler; Discenna, 1984). A LTP pode ser atribuido aos
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mecanismos envolvidos na formacdo de memarias aversivas no cerebelo; ja a LTD, pode ser

correlacionada a aprendizagem motora (Zhu et al., 2007).

Uma das ferramentas utilizadas para o estudo dos processos da memoria € a
farmacologia. A administracdo de agentes farmacoldgicos ap6s o treino, permitiu verificar a
influéncia de certos compostos no processo de consolidacdo de uma tarefa (lzquierdo;
McGaugh, 2000). Com resultados de estudos farmacoldgicos, conheceu-se diferentes classes
de neurotransmissores, receptores, cascatas metabdlicas e sistemas neuromodulatorios que

atuam na consolidacdo da memoria.

Sugere-se que a consolidacdo da memoria seja dependente da sintese proteica e a sua
inibicdo pode bloquear o surgimento de novas memorias (Kida et al., 2002). Em nivel nuclear,
a fosforilagcdo ocorre em proteinas que participam dessa sintese, destacando-se a importancia
do fator de transcricdo celular CREB, proteina ligante ao elemento responsivo monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc), necessario para a formacdo da memoria (Stevens, 1994;
O'Connell et al., 2000). A expressdo de CREB fosforilado (0CREB) é considerada a forma ativa

de CREB e este processo ocorre devido a participacdo do AMPc (Peoples; Cavanaugh, 2003).

A expressdo de CREB na formacédo e manutencao da memaria tem sido extensivamente
estudada, pois sugere-se que aja como mediador crucial de mudancas atividade-dependentes na
expressdo do gene alvo que, por sua vez, impdem modificacBes duradouras na estrutura e
funcédo dos neurénios (Belgacem; Borodinsky, 2017). O calcio (Ca2+) é um importante segundo
mensageiro, implicado na transducdo de inimeras vias de sinalizacdo, agindo na fisiologia do
sistema nervoso central (Rosenberg; Spitzer, 2011). Segundo Brini e seus colaboradores (2014),
aumentos na concentracdo de Ca2+ citosolico ocorrem através da despolarizacdo de canais de
Ca2+ voltagem-dependentes (VGCCs) e canais de Ca2+ controlados por ligandos, tais como o
receptor de glutamato ionotropico de NMDA (NMDAR), que, apés ligacdo de glutamato,

permite o influxo de Ca2+ (Figura 1). Aumentos transitorios no Ca2+ sdo seguidos pelo
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recrutamento de diferentes vias de sinalizacdo, modificando assim, o status de ativacdo de
CREB (Belgacem; Borodinsky, 2017). A sensibilizagdo pelo Ca2+ da via intracelular

Ras/MAPK estimula a fosforilagdo de CREB, promovendo a expressdo génica (Wu et al. 2001).

Despolarizacdo
VGCC

O 4
' A

NMDAR

Akt MAPK CaMK PKA

pCREB

Figura 1: Vias de sinalizacdo cléssica que levam & ativacdo de CREB. A despolarizacdo da membrana (canais de
Ca2+ voltagem-dependentes, VGCC) e os receptores de glutamato (NMDAR) levam a elevacdes de Ca2+
citosélicos e nucleares, recrutando as vias de sinalizacdo cAMK ou Ras/MAPK. Os receptores acoplados a proteina
G (GPCR) ativam o eixo AMPc/PKA, enquanto os receptores Tirosina Quinases (RTKS) recrutam as cascatas de
sinalizacdo Ras/MAPK ou Akt, levando & fosforilacdo de CREB (pCREB) (adaptada de Belgacem; Borodinsky,
2017).

Na década de 1990, estudos envolvendo Drosophila e Aplysia mostraram a participacdo
direta desse fator de transcricdo na formacéo e plasticidade sinaptica da memoria (Yin et al.,
1994; Bartsch et al., 1995). Um estudo de Benito e Barco (2010) mostrou que a expressdo de
CREB estéa envolvida em diversos tipos de memdrias em roedores, tais como: aversiva, olfativa
e espacial. A expressdo de CREB, por meio da inducdo da expressdo génica, € um elemento
chave na conversdo da memoria de curto em longo prazo e a diminuigdo da acdo desse fator

prejudica a LTP, e, consequentemente, a consolidacdo da memaria (Pittenger et al., 2002), pois
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uma das primeiras vias ativadas durante o processo de LTP € a via de transcricdo de genes
dependentes da expresséo de CREB (Poser; Storm, 2001).

A fosforilacdo de CREB resulta na ativacdo da expressdo génica, demonstrando grande
importancia na regulacdo génica para a expressdo de adaptacGes neurais e a exposicao repetida
a substancias psicoativas ou estimulos ambientais, como o estresse, pode promover alteracdes
duradouras na expressdo desses genes (Nestler 2005; 2008). Dessa forma, a ativagdo celular é
necesséria para que o individuo aumente a atencdo a um determinado estimulo, ocasionando
uma resposta molecular para a aprendizagem e memoria (Peoples; Cavanaugh, 2003).
Adicionalmente, a expressdo do gene do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
interfere na expressdo de pCREB, promovendo um importante papel na plasticidade sinaptica
e funcdo cognitiva (Huang; Reichardt, 2001; Bitner, 2012), tornando-se assim, alvo de ativagédo
de CREB (Tao et al., 1998), onde o seu produto proteico esta envolvido no processamento da
aprendizagem e da memaria (Alonso et al., 2002; Bekinschtein et al., 2008).

Sugere-se que a expressdo de CREB seja amplamente vista como um componente
central para a integracao de sinais convergentes, tanto intracelulares, quanto extracelulares
(Kida et al., 2002). A regulacéo transcricional de genes relacionados a neuroplasticidade esta
particularmente associada a pCREB, correlacionando-se tanto com as medidas fisioldgicas,
guanto com as medidas comportamentais (Mayr; Montminy, 2001). Além disso, 0 aumento
funcional da expressdo de CREB pode aumentar a plasticidade associativa (Zhou et al., 2009),
a excitabilidade da rede neural (Won; Silva, 2008) e a probabilidade de participacdo neuronal
nos mais diversos tipos de memorias (Suzuki et al., 2011; Middei et al., 2012), enquanto que a
sua atenuacdo genética e/ou farmacologica levara a comprometimentos dessa neuroplasticidade

(Chen et al., 2010).

O papel das emocGes sobre a memoria, na modulagdo dos comportamentos emocionais,

tem sido objeto de estudo em animais e, dessa forma, dentre as diversas regides encefalicas
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envolvidas com a modulagdo das emocgOes no processamento da meméria, o cerebelo, mais
especificamente o vérmis cerebelar, desperta grande interesse para o entendimento das bases
neurobiol6gicas das emocdes, aprendizagem e memoria (Sacchetti et al., 2007; Gianlorenco et

al., 2012).

1.2 O cerebelo

O cerebelo é um 6rgéo do sistema nervoso supra-segmentar derivado da parte dorsal do
metencéfalo. Localizado dorsalmente ao bulbo e a ponte, contribui para a formacdo do teto do
IV ventriculo e, demonstrando toda a sua importancia funcional, ocupa cerca de um quarto do
volume craniano em um ser humano e consiste em uma estrutura globosa com dois hemisférios
que apresentam dobraduras paralelas transversais denominadas folhas, que sdo separadas por
fissuras (Machado, 2006). As fissuras prima e postero-lateral dividem o cerebelo em trés lobos
anatomicamente distintos, denominados: lobo anterior, lobo posterior e lobo fléculo-nodular
(Lent, 2005). Anatomicamente, ligando os hemisférios cerebelares, distingue-se no cerebelo
uma porc¢éo impar e mediana denominada vérmis cerebelar (Machado, 2006). A Figura 2 mostra
a superficie do cerebelo formada por um cértex cerebelar, constituido por trés camadas, e uma
substancia branca onde alocam-se quatro nucleos profundos em cada hemisfério cerebelar:

fastigial, interpostos (globoso e emboliforme) e denteado (Lent, 2005).
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Figura 2: Vista dorsal do cerebelo de um ser humano, demonstrando a superficie cortical e os nucleos profundos
em seu interior (Lent, 2005).

O cerebelo esta envolvido no planejamento e na regulacdo do movimento, na avaliagdo
e organizacdo das informagfes sensoriais para a realizagdo de uma determinada acdo e na
aprendizagem motora (Kandel et al., 2003; Manto et al., 2012). Nas Gltimas décadas, os estudos
envolvendo imagens e modelos computacionais, corroboram as informacdes de que o cerebelo
participa de funcGes motoras e ndo motoras, destacando a sua participacdo em fungdes
cognitivas e nos processos emocionais (Koziol et al., 2014). Popa e seus colaboradores (2014)
sugerem que a participacdo do cerebelo em funges motoras e ndo motoras relaciona-se a um
modo comum de processamento das informagdes, sugerindo que o cortex cerebelar possui uma
enorme capacidade para estabelecer associagdes entre diferentes sinais sensoriais, motores e

nao motores.

O controle motor sofre influéncia do lobo anterior do cerebelo, enquanto que o lobo
posterior relaciona-se a cognigcdo e o vérmis cerebelar apresenta contribuicdo direta para o
processamento afetivo em seres humanos (Schmahmann et al., 2007). O cerebelo esté ligado as

areas corticais associativas dos hemisférios cerebrais, como as regifes pré-frontal, occipito-
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parietal e temporal (Bugalho et al., 2006), além de uma ligagdo bidirecional com éareas
envolvidas na regulagdo emocional (Middleton; Strick, 2001). Assim, o cerebelo é fortemente
conectado ao sistema reticular e &reas limbicas, como a amidala, o hipocampo e o nucleo septal

(Schmahmann, 2018; Turner et al., 2007).

As lesBes cerebelares, além de acarretarem déficits motores relacionados a diminuicdo
do tébnus muscular, perda de equilibrio e coordenagdo, também acarretam déficits cognitivos
relacionados a perda de funcbes executivas e modulagcdes emocionais, aprendizagem, atencéo,
habilidades de linguagem e visuoespaciais, reforcando assim, a sua participacdo nos processos
cognitivos, especificamente na aprendizagem e na memoria (Schmahmann; Sherman, 1998;

Barrios; Guardia, 2001; Gordon, 2007).

Evidencias em animais e humanos sugerem o papel do cerebelo na percepcao e
reconhecimento das informag6es emocionais, bem como na experiéncia e regulacdo dos estados
emocionais em relacdo aos comportamentos motor, cognitivo e social, participando da
aprendizagem emocional, dor, aspectos emocionais da fala e nos transtornos do humor
(Adamaszeck et al., 2017). Sacchetti e colaboradores (2002) sugeriram evidéncias para o
envolvimento do cerebelo, especificamente o vérmis cerebelar, no medo condicionado,
atribuindo o seu papel na consolidacdo da memoria aversiva, 0 que poderia contribuir para a

inibicdo do comportamento motor (freezing), ou para a sua facilitacéo (esquiva ou fuga).

Recentes publicacdes do nosso laboratdrio de pesquisa, sugerem que a histamina e seus
receptores H1, H2 e H3 estdo envolvidos na modulacdo dos processos de aprendizagem e
memoria em camundongos, destacando-se nas etapas de formacao e recuperacdo da memdria
mediante diferentes tarefas, em estruturas como o cerebelo (Silva-Marques et al., 2016;
Gianlorenco et al., 2015; Costa Neto et al., 2013), a amidala (Fernandes et al., 2016; Serafim et
al., 2016; Daher; Mattiolli, 2015), o hipocampo (Canto-de-Souza et al., 2015) e o coOrtex pré-

frontal medial (Canto-de-Souza; Mattioli, 2016).
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1.3 O Sistema Neural Histaminérgico

Em estudos prévios desenvolvidos em nosso laboratdrio, encontramos diferentes efeitos
da microinjecdo de substancias histaminérgicas em diferentes estruturas encefalicas em
camundongos testados no labirinto em cruz elevado (LCE) e no teste de esquiva inibitoria (El).
Acoes facilitatorias ou inibitorias para os receptores histaminérgicos podem ser explicadas em
termos da complexidade das projec6es neurais regionalizadas em sitios de histamina (HA) nas
estruturas encefalicas, nas diferentes redes sindpticas e receptores presentes, e nas interacdes
com outros sistemas neurotransmissores (Alvarez, 2009). Gianlorengo e colaboradores (2011)
investigaram o efeito da microinjecdo de HA no vérmis cerebelar em camundongos utilizando
0 LCE e demonstraram que o sistema neural histaminérgico (SNH) e o cerebelo estdo
envolvidos no processo de consolidacdo da memdria emocional, através de uma inibi¢ao dose-

dependente da histamina.

A HA é uma monoamina biogénica, encontrada no encéfalo da maioria das espécies
animais e possui um importante papel na modulacdo da aprendizagem e da meméoria (Prell;
Green, 1986). E sintetizada a partir da histidina pela enzima histidina descarboxilase, que ira
converter o aminoacido histidina em histamina, através da descarboxilacdo oxidativa, sendo
catabolizada no encéfalo através da telemetilhistamina pela enzima histamina N-

metiltransferase (Lin et al., 1991).

Os neur6nios histaminérgicos originam-se no nudcleo tuberomamilar localizados na
regido posterior do hipotalamo, ramificando-se por todo o sistema nervoso central (Song et al.,
2006; Alvarez, 2009), inervando o cortex cerebelar e seus nucleos profundos, desempenhando
um importante papel como centro regulador da atividade cerebral (Wada et al., 1991). A acao
dos efeitos bioldgicos da HA é mediada por pelo menos quatro tipos de receptores: H1, H2, H3
e H4 (Strakhova et al., 2009; Brown et al., 2001; Haas; Panula, 2003). A histamina é

considerada um mediador quimico que controla funcGes fisioldgicas atraves da interacdo com
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esses quatro subtipos de receptores histaminérgicos (Parsons; Ganellin, 2006). Evidéncias
sugerem uma ligacdo entre a histamina, a aprendizagem e a meméria, sendo que a HA e seus
receptores estdo envolvidos na modulacdo dos processos de aprendizagem e memdria,
destacando-se nas etapas de formagdo e recuperacdo da memoria mediante diferentes tipos de

tarefas (Benetti; 1zquierdo, 2012).

Os receptores H1 tém significativa expressao no cértex cerebral, hipocampo, amidala,
talamo, nlcleo estriado e cerebelo. Além disso, a ativacdo dos receptores H1 regula as vias de
sinalizagdo intracelular e modula a plasticidade neural dos processos cognitivos como a
aprendizagem e a memoria (Lintunen et al., 1998). Esses receptores estdo implicados ainda na
aprendizagem espacial e formagdo da memoria (Zlomuzica et al., 2009). Em um estudo de
Gianlorengo e colaboradores (2010), o precursor histaminérgico LH, microinjetado no vérmis
cerebelar, produziu efeito inibitorio da memdria emocional em camundongos submetidos ao
LCE e o pré-tratamento com um antagonista dos receptores H1 (CPA), foi capaz de reverter
esse efeito. Em mamiferos, a neurotransmissdo histaminérgica é mediada pelos receptores H1
e H2 pos-sinapticos e os autoreceptores H3 pré-sinapticos, sendo que este Ultimo também atua

como um heteroreceptor (Zlomuzica et al., 2009).

Os receptores H3 sdo expressos no cérebro de mamiferos, particularmente em regides
associadas a cognicdo, como o cértex cerebral, hipocampo e hipotadlamo, sendo que a ativacao
de autoreceptores H3 inibe a sintese e a liberacdo de histamina, enquanto que a ativacao de
heteroreceptores H3 inibe a liberacdo de neurotransmissores como a acetilcolina (ACh),

noradrenalina e a dopamina (Foley et al., 2009).

Foley e seus colaboradores (2009), sugerem que estratégias estdo sendo formuladas para
o0 desenvolvimento de drogas antagonistas dos receptores H3 que aumentem a liberacdo de

neurotransmissores envolvidos nos processos cognitivos, como a ACh, e os resultados sugerem
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que o blogueio da regulacdo da funcdo histaminérgica desses receptores, pode aumentar 0s

mecanismos de neuroplasticidade necessarios para uma efetiva consolidacdo da memoria.

Os receptores H4 foram identificados recentemente no SNC através da deteccdo do seu
RNA mensageiro no cerebelo, amidala, corpo caloso, cortex pré-frontal e talamo, tanto em
humanos, quanto em ratos (Strakhova et al., 2009) e camundongos (Connelly et al., 2009).
Inicialmente, esses receptores foram identificados no sistema nervoso periférico,
principalmente em células de origem hematopoiéticas (eosin6filos e mastdcitos), tendo a sua
funcéo associada aos processos inflamatorios e alérgicos, sendo encontrados em alta densidade
nos ganglios da raiz dorsal da medula espinal, sugerindo uma possivel funcdo na mediacdo da

nocicepc¢édo (Haas et al., 2008).

As bases biologicas do sistema neural histaminéergico e sua atuacdo no SNC apresentam
grande importancia na modulagcdo dos processos de aprendizagem e memdria. Em um estudo
de Galeotti e seus colaboradores (2013) foi demonstrado que o agonista histaminéergico dos
receptores H4 VUF-8430, microinjetado intracerebroventricular (i.c.v.) em camundongos, foi
capaz de reverter o déficit na memdria emocional induzido pela escopolamina (antagonista
colinérgico muscarinico) na caixa de esquiva inibitdria (EI). Ainda sobre o estudo de Galeotti
et al. (2013), quando o VUF-8430 foi microinjetado per se ndo apresentou resultados na
memoria emocional na El; entretanto, no mesmo estudo, mostrou um efeito ansiogénico na
caixa claro-escuro e, quando utilizada a maior dose no teste do rotarod, 0s animais apresentaram

um significante déficit na coordenacdo motora, aumentando o nimero de quedas do aparato.

O VUF-8430 demostra uma alta afinidade aos receptores H4 e foi caracterizado
farmacologicamente apresentando uma indu¢do quimiotaxica e, assim, ativando esses
receptores de forma téo eficaz como a histamina (Lim et al., 2009b). Portanto, esse agonista

histaminérgico pode ser uma importante ferramenta farmacoldgica para futuros estudos,
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validando este receptor como um novo alvo para a utilizacdo de novas drogas (Lim et al.,

2009a).

O nosso grupo de pesquisa tem investigado a atuacdo do sistema histaminérgico
cerebelar na memoria emocional de camundongos através dos receptores H1 (Gianlorenco et
al., 2012), H2 (Gianlorenco et al., 2013) e H3 (Costa Neto et al., 2013). Entretanto, a
participacao do receptor histaminérgico H4 no SNC continua pouco explorada na literatura por
ter sido recentemente descoberta (Strakhova et al., 2009; Connelly et al., 2009).

Sabe-se que estudos experimentais ofertam importantes diretrizes clinicas, assim, o
presente estudo, podera auxiliar no esclarecimento do papel desses receptores no vérmis
cerebelar em camundongos, bem como a sua relagdo com os processos de consolidacdo da
memoria emocional e atividade locomotora, uma vez que 0 presente estudo investigou se o
agonista histaminérgico do receptor H4 (VUF-8430) apresenta efeito na consolidacdo da
memoria emocional e na aprendizagem locomotora de camundongos submetidos aos testes no
labirinto em cruz elevado (LCE), na caixa de esquiva inibitoria (EI) e no rotarod, bem como na
ativacdo da expressao proteica no vérmis e em estruturas classicas vinculadas a memoria
emocional (amidala, hipocampo e cortex pré-frontal), uma estrutura que recentemente teve o

seu papel atribuido @ memaoria emocional.



29

2. OBJETIVOS

2.1

Objetivo Geral

Investigar a atuacao do sistema neural histaminérgico via receptores H4 na consolidacao

da memoria emocional e no controle motor de camundongos via vérmis cerebelar, bem como

na expressao proteica das seguintes estruturas: vérmis cerebelar, cortex pré-frontal, amidala e

hipocampo.

2.2

Objetivos Especificos

Experimento 1: Verificar os efeitos do agonista histaminérgico H4 (VUF-8430),
microinjetado no vérmis cerebelar, sobre a ansiedade e consolidacdo da memoria
emocional de camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado;

Experimento 2: Verificar os efeitos do agonista histaminérgico H4 (VUF-8430),
microinjetado no vérmis cerebelar, sobre o medo e consolidacdo da memaoria emocional
de camundongos submetidos ao teste de esquiva inibitdria;

Experimento 3: Verificar os efeitos do agonista histaminérgico H4 (VUF-8430),
microinjetado no vérmis cerebelar, sobre o controle motor de camundongos submetidos

ao teste do rotarod.

Experimento 4: Verificar se a injecdo sistémica do VUF-8430 ativa a expressao
proteica no vérmis cerebelar e em estruturas classicas vinculadas a memaéria emocional
(cortex pré-frontal, amidala e hipocampo), através da fosforilagdo do fator de

transcricdo CREB utilizando a técnica de Western blotting.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Sujeitos experimentais

Foram utilizados 180 camundongos suicos albinos, machos, experimentalmente
ingénuos, alojados em grupos com cinco animais em gaiolas de polipropileno (31 x 20 x 13
cm), mantidos sob um ciclo de 12h de luz (luzes acesas as 7h), em ambiente controlado a
temperatura de 23 + 1°C e umidade de 50 = 5%, sob intensidade luminosa de aproximadamente
100 lux. Alimento e agua potavel foram fornecidos livremente, exceto durante os periodos de
testes. As sessOes experimentais foram realizadas na fase de luz do ciclo, entre 9h e 14h,

minimizando a influéncia da variacao do ritmo circadiano sobre as respostas comportamentais.

Os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de S&o Carlos, protocolo n® 8336250515 (Anexo A) e estdo em
conformidade com as diretrizes brasileiras para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins
cientificos e didaticos, elaborada pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo

Animal (CONCEA).

3.2 Droga

A droga utilizada foi a Dihidrobromida VUF-8430 {2-[(Aminoiminometil) aminoetil
acido carbamimidotioico ester, S-(2-guanidiletil)-isotiureia}, agonista dos receptores
histaminérgicos H4 (Sigma Chemical Co, St Louis, MO). Para 0s Experimentos 1, 2 e 3, foi
microinjetada no vérmis cerebelar nas doses de 0,15 nmol, 0,49 nmol e 1,48 nmol, em um

volume de 0,1 pl, adaptadas de um estudo prévio realizado por Galeotti et al. (2013). Para o
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Experimento 4, foi injetada intraperitoneal na dose de 500 ng/kg, adaptada da dose de 1,48 nmol

utilizada nos experimentos anteriores.

A droga foi dissolvida em solucéo salina estéril 0,9% (SAL) e mantida refrigerada em
tubos eppendorfs codificados para que o experimentador ndo tivesse conhecimento do seu
contetdo no momento do experimento e durante as analises das imagens gravadas. Os animais
pertencentes aos grupos controles receberam solucdo salina com volume equivalente ao da

droga.

3.3 Procedimento cirurgico e microinjecao

Os animais receberam a implantacdo de uma canula-guia (25 gauge) de 7 mm de
comprimento 1 mm acima do vérmis cerebelar baseado nas coordenadas estereotéxicas
definidas pelo Atlas de Franklin e Paxinos (2001), apés anestesiados via intraperitoneal (1.P.)
com solucéo de Cloridrato de quetamina (50 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg), em um volume de 10
ml/kg, além da administracdo de anestesia local (3% de lidocaina com norepinefrina 1: 50.000).
A cénula foi fixada no cranio com cimento acrilico (JET resina e liquido polimerizante); um
mandril foi inserido no interior da canula-guia para evitar a obstru¢do da mesma, reduzindo o
risco de contaminacdo. O procedimento cirargico foi realizado em um aparelho estereotaxico
(Stoelting Co, Hlinois, USA) cujas coordenadas tiveram por base os valores: - 6,5 mm posterior
ao bregma; e 2 mm ventral a superficie craniana (Franklin; Paxinos, 2001). A analgesia pos-
operatoria foi fornecida aos animais por 3 dias, adicionando acetaminofeno (200 mg/ml) na
agua potavel em uma proporcéo de 0,2 ml de paracetamol para 250 ml de agua (a concentracédo
final foi de 0,16 mg/ml).

A agulha da microinjecdo possuia 8 mm de comprimento (33 gauges) e foi inserida

dentro da canula-guia para a infusdo da droga, sendo conectada, por meio de um tubo de
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polietileno (PE-10) a microsseringa Hamilton de 5 pl. Visando a completa recuperacdo dos
animais, o procedimento das microinjecdes ocorreram no quarto dia apds a cirurgia, realizado
imediatamente apoOs a exposicdo dos camundongos no primeiro dia de teste e consistiu na
remocdo do mandril, inser¢do da agulha, injecdo da solugéo por 60 s, permanéncia da agulha
por 30 s apds o término da infusdo e reinsercdo do mandril. Uma bomba de infusdo (Insight BI
2000 — Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil) foi programada para injetar 0,1 ul de solucao

durante 60 s (Gianlorenco et al., 2011).

3.4 Grupos Experimentais

3.4.1 Experimento 1: Os animais receberam microinjecdes de SAL (0,9 %) ou VUF-8430
(0,15 nmol; 0,49 nmol; e 1,48 nmol/0,1 ul) imediatamente ap0s serem expostos ao labirinto em

cruz elevado (LCE) no primeiro dia de teste (pos-T1).

Grupos Teste Tratamento Dose N
SAL LCE SAL = —F 10
VUF 0,15nmol LCE VUF 0,15 nmol 10
VUF 0,49nmol LCE VUF 0,49 nmol 10
VUF 1,48nmol LCE VUF 1,48 nmol 10

Tabela 1. Grupos experimentais no LCE.
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3.4.2 Experimento 2: Os animais receberam microinjecdes de SAL (0,9 %) ou VUF-8430
(0,25 nmol; 0,49 nmol; e 1,48 nmol/0,1 pl) imediatamente apds serem expostos a caixa de

esquiva inibitéria (EI) no primeiro dia de teste (pds-D1).

Grupos Teste Tratamento Dose N
SAL El SAL — 10
VUF 0,15 nmol El VUF 0,15 nmol 12
VUF 0,49 nmol El VUF 0,49 nmol 12
VUF 1,48 nmol El VUF 1,48 nmol 12

Tabela 2. Grupos experimentais na EI.

3.4.3 Experimento 3: Os animais receberam microinjecdes de SAL (0,9 %) ou VUF-8430
(0,15 nmol; 0,49 nmol; e 1,48 nmol/0,1 ul) imediatamente ap0s serem expostos ao rotarod no

primeiro dia de teste (p6s-R1).

Grupos Teste Tratamento Dose N
SAL Rotarod SAL — 10
VUF 0,15 nmol Rotarod VUF 0,15 nmol 11
VUF 0,49 nmol Rotarod VUF 0,49 nmol 12
VUF 1,48 nmol Rotarod VUF 1,48 nmol 11

Tabela 3. Grupos experimentais no rotarod.



34

3.4.4 Experimento 4: Os animais receberam injecdes de SAL (0,9 %) ou VUF-8430 (500
ng/kg) administradas de forma intraperitoneal (1.P.) e a dose foi baseada em estudos prévios
desenvolvidos em nosso laboratdrio. Apos 2 h, 0s animais tiveram os seus encéfalos removidos
e as amostras foram armazenadas para a realizacdo da técnica de Western blotting. Para essa
analise foram utilizados 5 animais por grupo em cada estrutura encefélica: vérmis cerebelar,
cortex pré-frontal, amidala e hipocampo. Foi utilizado um grupo controle (SAL) diferente para

cada estrutura supracitada.

Grupos Tratamento Dose N
SAL SAL 500 ng/kg 5
Vérmis cerebelar VUF 500 ng/kg 5
SAL SAL 500 ng/kg 5
Cortex pré-frontal VUF 500 ng/kg 5
SAL SAL 500 ng/kg 5
Amidala VUF 500 ng/kg 5
SAL SAL 500 ng/kg 5
Hipocampo VUF 500 ng/kg 5

Tabela 4. Grupos experimentais submetidos a técnica de Western blotting.
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3.5 Equipamentos e procedimentos

Os animais foram transportados para o local do experimento, onde permaneceram por 1
hora antes do teste para a adaptacdo dos mesmos ao ambiente. Imediatamente ap6s a realizacdo

do teste no primeiro dia, os camundongos receberam as microinjegdes.
3.5.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O LCE é constituido de acrilico e possui dois bracos abertos (30 x 5 x 0,25 ¢cm) e dois
bracos fechados (30 x 5 x 0,25 cm) com as paredes de acrilico em cinza, conectados a uma
plataforma comum central (5 x 5 cm), elevado 38,5 cm do nivel do chdo (Figura 3).
Classicamente, o LCE avalia a ansiedade, pois 0 comportamento dos animais associado aos
componentes emocionais durante o teste, expressam o conflito entre a motivagéo para explorar
o labirinto e a tendéncia natural para evitar espagos abertos, comportamento inerente em

roedores (Lister, 1990).

Figura 3: Labirinto em Cruz Elevado (LCE).
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Além disso, este modelo também foi proposto para avaliar a memaoria emocional.
Carobrez e Bertoglio (2005) sugeriram que a utilizacdo do LCE fosse estendida para a
compreensdo das bases bioldgicas dos componentes emocionais relacionados a aprendizagem
e memoria. Portanto, a ansiedade pode ser inferida pela atividade nos bragos abertos durante a
exposicao e a aprendizagem e memaria podem ser inferidas através da reducdo da exploracédo
dos bracos abertos (entradas e tempo gasto nos bracgos abertos) durante a reexposicdo (File,
1993; Dal-Col et al., 2003). Um estudo de Galvis-Alonso e colaboradores (2010) sugeriu que,
durante o teste, os animais adquirem informagdes sobre areas seguras e perigosas do labirinto
e 0 uso de reexposicdo permite inferir a aquisi¢do, consolidacdo e retencdo da memoria

emocional.

No LCE, os animais foram colocados individualmente na plataforma central do
labirinto, com a face voltada para o bragco aberto, explorando-o por 5 min., caracterizando o
primeiro dia de teste (T1). Assim que o animal terminasse a exproragdo em T1, 0 mesmo recebia
o tratamento farmacoldgico. Apos vinte e quatro horas, os camundongos foram reexpostos ao
labirinto sob as mesmas condi¢fes experimentais, entretanto sem o tratamento farmacolégico,
caracterizando T2, o segundo dia de teste (Figura 4). No intervalo entre a troca dos animais, 0

labirinto foi limpo com alcool 5%.

Exposicao Reexposicao
(T1) (T2)
241

LCE E— LCE
™

Microinjegdo de SAL
ou VUF (0,15; 0,49; 1.48 nmol)

Figura 4: Desenho experimental no LCE.
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Todas as sessdes foram filmadas por uma camera digital ligada a um computador em
uma sala adjacente, para analises posteriores dos camundongos utilizando o software X-Plot-
Rat 3.0 (Becerra-Garcia et al., 2005), considerando: frequéncia de entradas nos bracos abertos
(EBA, definida quando as quatro patas dos animais estiverem fora da area central) e nos bracgos
fechados (EBF); duragéo do tempo despendido nestes compartimentos aberto e fechado (TBA
e TBF) e na plataforma central (TC). Estes dados foram utilizados para o célculo das
porcentagens de entradas e tempo gasto nos bracos abertos (Entradas: [aberto/total] x 100;

Tempo: [tempo no compartimento/300] x 100).

Durante a reexposicdo ao labirinto (T2), a diminuicdo da atividade nos bragos abertos
(entradas e tempo gasto) foi definida como indice de aprendizagem e memoria (Cruz et al.,
1994). A atividade locomotora foi avaliada pelo nimero de entradas nos bracos fechados

(Rodgers et al., 1997).

3.5.2 Esquiva Inibitoria (EI)

Para a El, foi utilizada a caixa claro-escuro composta por uma arena em acrilico (46 x
27 x 30 cm) dividida em dois compartimentos: um menor (15 x 27 x 30 cm), preto e dotado de
tampa, e, um maior (31 x 27 x 30 cm), branco e iluminado por uma lampada fluorescente fria
de 20 W (Figura 5). Os dois compartimentos sdo separados por uma porta guilhotina preta de
27 x 30 cm (base x altura), com uma abertura de 7 x 7 cm localizada no centro da diviséo, ao
nivel do chdo. O piso € constituido por barras de aco inoxidavel (2,5 mm de didmetro)

distanciadas 1 cm entre si, liberando choques elétricos com intensidade de 0,5 mA, por 3s.
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Figura 5: Caixa de esquiva inibitéria (EI).

Os testes na EI foram realizados em dois dias consecutivos (Fine et al., 1985; Page et
al., 1991). No intervalo entre a troca dos animais, a caixa foi limpa com alcool 5%. No primeiro
dia de teste (D1), cada animal foi transportado individualmente até a caixa claro-escuro, sendo
posicionado no centro da parte iluminada por 5 s. Entdo, a porta guilhotina abria
automaticamente e o tempo de laténcia para o animal atravessar para 0 compartimento escuro
foi medido. Depois que o animal atravessou com as quatro patas para 0 compartimento escuro,
a porta guilhotina foi fechada e o animal retirado do aparato. Apds 30 min. desta habituacdo,
foi realizado o treino de aquisicdo. Nessa sessdo, imediatamente apds o animal entrar no
compartimento escuro, a porta guilhotina foi fechada e ocorreram choques em suas patas (0,5
mA, por 3 ). Apos 20 s, o animal foi removido do aparato e colocado em sua caixa. Apds 2
min., o animal foi testado seguindo o mesmo procedimento. Caso ndo atravessasse para 0O
compartimento escuro em até 120 s, indicaria que a aquisi¢do da resposta de esquiva foi obtida
e se entrasse no compartimento escuro, a porta fechava e 0 mesmo choque era liberado. Apds

o término do teste em D1, os animais receberam o tratamento farmacoldgico (Figura 6).
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Apos vinte e quatro horas, foi realizado um teste de retengdo (D2) para avaliar se as
informagdes adquiridas foram consolidadas. Os animais foram submetidos as mesmas
condi¢des do treino realizado em D1, mas sem que houvesse 0 choque elétrico. A sessao
encerrava-se quando o animal entrava no compartimento escuro ou ap6s 5 min. Ndo houve
tratamento farmacol6gico em D2 (Figura 6). O aumento ou a diminuicdo das laténcias foram
considerados indicativos de aumento ou reducdo na consolidagcdo da memédria, respectivamente.

Os experimentos foram gravados e as laténcias quantificadas pelo pesquisador.

Exposicao Reexposicao
(D1) (D2)

30 min 2 min 24h

Habituacio Wmmp Aquisicao =) Teste mmmp Consolidagio

Voge P
Choque Az

o0,5mA /35 Micromjecio de SAL
ou VUF (0,15; 0.49; 1,48 nmol)

Figura 6: Desenho experimental na El.

3.5.3 Rotarod para camundongos

O rotarod para camundongos (Master One CM 5000) é um equipamento confeccionado
em acrilico, cujas medidas sdo: 450 x 540 x 350 mm (A x L x C). Contém um cilindro rotatério
motorizado com aceleracdo progressiva, podendo variar de 0 a 54 r.p.m. com raio de espaco de
aproximadamente 2,7 cm (Figura 7). O aparelho possui cinco baias com espago de 3 cm para
cada camundongo, de modo que até cinco animais possam ser avaliados por vez e um sistema
de detec¢do de queda através de impacto com circuito microprocessado para a cronometragem

de permanéncia na baia e contagem de queda dos animais. A laténcia para queda dos animais
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foi medida automaticamente através de um sensor localizado no chdo do aparato, parando

imediatamente o cronometro quando o animal caia.

Figura 7: Rotarod para camundongos.

Os testes no rotarod foram realizados em dois dias consecutivos (R1 e R2). Os
camundongos caminharam continuamente sobre o cilindro em rotacao para evitar a queda. Em
R1, os animais foram inicialmente mantidos sobre os cilindros por 5 min. para o periodo de
habituacdo ao aparato. Quinze minutos apds essa habituacdo, os camundongos foram
novamente colocados no rotarod com velocidade de rotacdo progressiva e invariavel entre 7
r.p.m. e 16 r.p.m. por 5 min. ou até que ocorresse a queda do animal (adaptado de Galeotti et
al., 2013), verificando o controle motor dos camundongos. Apos o término de R1, os animais
receberam o tratamento farmacolégico. Em R2, os animais foram apenas reexpostos sob as

mesmas condi¢Oes experimentais de R1, sem que houvessem as microinjecdes, caracterizando
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a aprendizagem motora (Figura 8). O aumento ou a diminuicdo das laténcias foram
considerados indicativos de aumento ou reducdo na consolidagdo da aprendizagem motora,

respectivamente. No intervalo entre a troca dos animais, o cilindro foi limpo com &lcool 5%.

Exposicao (R1) Reexposicao (R2)

13 min 24h

Habituacio m—)p Teste — Consolidacio

* Velocidade de Trpm - 16 rpm. Microinjecio de SAT
ou VUF (0,15; 0.49; 1,48 nmol)

Figura 8: Desenho experimental no Rotarod para camundongos.

3.5.4 Ensaio de Western blotting para CREB e CREB fosforilado (o CREB)

Nesse experimento, foi investigado se a injecdo I.P. do agonista histaminérgico H4
VUF-8430, na dose de 500 ng/kg (adaptada da dose de 1,48 nmol utilizada nos Experimentos
1, 2 e 3), aumenta a sintese proteica, necessaria em processos de consolidagdo da memoria,
ativando a fosforilacdo do fator de transcricdo CREB, no vérmis cerebelar, cortex pré-frontal,
amidala e hipocampo, utilizando a técnica de Western blotting.

Os animais foram decapitados apds 2 h do procedimento de injecdo I.P. de SAL ou
VUF-8430 (500 ng/kg). Os encéfalos foram retirados e congelados em isopropreno (-50°C) e
armazenados até a sua dissecacdo, realizada em criostato sob temperatura de -20°C, seguindo
as coordenadas estereotaxicas do Atlas de Franklin e Paxinos (2001).

Extratos proteicos nucleares do vérmis cerebelar, cortex pré-frontal, amidala e
hipocampo foram solubilizados em tampé&o de amostra (Tris base 0,125M; SDS 4%; glicerol

20% v/v; DTT 0,2 M; azul de bromofenol 0,02%; pH 6,8), na concentracao de 10 pg /15 pul por
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poco, e fervidos por 5 min. a 95°C. As fracGes proteicas foram submetidas a eletroforese por
80 min. a 130 V em gel de SDS-poliacrilamida 12% (Acrilamida/Bisacrilamida 29:1, 10%
SDS). Ao final da separacdo, as proteinas presentes no gel foram transferidas para membrana
de nitrocelulose imersa em tampao de transferéncia (Tris base 25 mM; glicina 192 mM; metanol
10%) (1 h, a 110 V). As membranas foram coradas com solugéo de Azul de Coomassie (1% de
Azul de Coomassie; 10% 4&cido acético; 50% metanol) por 1 min. e lavadas em solucéo
descorante (5% acido acético; 40% metanol), por 2 min. sob agitacdo (verificacdo da eficiéncia
do procedimento de transferéncia). Apos a retirada da solucdo corante, as membranas foram
incubadas por 1 h a temperatura ambiente em solucéo bloqueadora TTBS (Tris base: 10 mM;
NaCl 150 mM) acrescida de 5% de leite desnatado e 0,05% de Tween 20, para bloquear as
ligacGes inespecificas com o anticorpo. Apos essa etapa, as membranas foram lavadas em
solugdo TTBS (TBS; Tween 20 0,05%) e incubadas com o anticorpo primario anti-CREB-1
(1:1000, Santa Cruz, Biotechnology) ou anti-pCREB (1:750, Millipore) diluidos em TTBS
acrescido de leite desnatado 3%, overnight a 4°C. Posteriormente, as membranas foram lavadas
com TTBS e incubadas com o anticorpo secundario anti-coelho produzido em cabra e
conjugado a peroxidase (Jackson Immuno Research Laboratories, Inc, Baltimore Pike, PA,
EUA) por 1 h em temperatura ambiente e sob agitacdo constante. A revelacdo destas
membranas foi realizada através do kit de quimioluminescéncia ECL-Amersham. Para essa
finalidade, foi realizado banho das membranas em ELC por 1 min. e exposi¢do das mesmas ao
filme sensivel a ECL (Thermo Fisher Scientific) nos tempos adequados para cada anticorpo.
A verificacdo se houve variacdo na quantidade de proteina aplicada ao gel foi feita
através da deteccdo de a-tubulina. As membranas foram inicialmente submetidas ao banho com
solucdo de &cido acético 5% por 10 min., seguido da lavagem por 3x / 10 min. em TTBS sob
agitacdo constante. Posteriormente, foi realizado o bloqueio em TTBS acrescido de leite

desnatado 5% e posterior incubagdo com anticorpo anti-camundongo monoclonal a-tubulina
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(1:10.000, Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA), seguido da incubagdo com anticorpo
secundario anti-camundongo produzido em carneiro e conjugado a peroxidase (1:600, GE

Healthcare Life Sciences).

As autorradiografias foram escaneadas em modo transparéncia e a intensidade das
bandas foi quantificada pelo programa Image-Master (Amersham Pharmarcia Biotech). A
analise dos niveis de CREB e CREB fosforilado (pCREB) foi feita a partir da normalizacdo dos
valores obtidos de cada banda pela sua respectiva leitura para a-tubulina. Foi obtido o valor da
relacdo pCREB/CREB e esses valores foram expressos em porcentagem de aumento em relacéo

ao grupo controle (equivalente a 100% de ligacéo).

3.6 Histologia

Ao final dos Experimentos 1, 2 e 3 foram realizadas as analises histoldgicas dos
encéfalos de todos os animais submetidos aos testes. Apds receberem uma dose profunda do
anestésico com solucéo de cloridrato de ketamina e xilasina, os animais foram sacrificados e
receberam microinjegdes de 0,1 ul de solu¢do de 1% de azul de metileno, conforme
procedimento descrito para sua infusdo da droga; apds serem decapitados, 0s animais tiveram
seus encéfalos removidos e acomodados em recipientes contendo solucdo de formalina (10%)
ao menos por trés dias. Dois dias antes das seccdes, 0s encéfalos permaneceram em solucéo de
sacarose (20%), em refrigeracdo por 24h e posteriormente, a solucdo de sacarose foi trocada
para (30%), também mantida em refrigeracdo por 24h. Foram realizadas sec¢bes coronais de
60 um ao longo do trajeto da canula, utilizando um micrétomo criostato (ANCAP 300). As
seccOes foram inspecionadas por microscépio (Olympus B202) e a visualiza¢do da disperséo

do azul de metileno no trajeto da cénula indicou o local do sitio das microinjecdes. Foram
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excluidos os animais cuja microinje¢cdo ndo infundiu o vérmis cerebelar ou aqueles que
apresentaram algum tipo de intercorréncia na cirurgia ou durante os testes.

A Figura 9 consiste em uma representacdo esquematica dos sitios das microinjecdes no
vérmis cerebelar dos camundongos utilizados nos Experimentos 1, 2 e 3. Foram utilizados 130
animais para as analises dos dados, sendo 40 animais no Experimento 1, 46 animais no

Experimento 2 e 44 animais no Experimento 3.

O \
.

N &£
-
e

0. -
:: | \ Bregma - 6,24 mm
.

Bregma - 6,36 mm

Figura 9: Representacdo esquematica dos locais das microinje¢des dentro do vérmis cerebelar dos camundongos
e fotomicrografia do cerebelo de camundongo demonstrando um tipico sitio de injecdo (indicado pela seta). Os
cortes estdo entre -6,12mm e -6,36mm do bregma de acordo com o Atlas de Franklin e Paxinos (2001). O nimero
de pontos é menor do que o total de camundongos utilizados devido a sobreposicao.
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3.7 Analise estatistica

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Levene para verificar a
homogeneidade. Para os Experimentos 1, 2 e 3, os dados comportamentais foram analisados
através da andlise de variancia (ANOVA) de uma via. Para valores de F significativo, foi
efetuado o teste post-hoc Duncan para comparacdes multiplas. Para o Experimento 4, foi
realizado o teste t-Student para analise entre dois grupos independentes, um grupo controle
(SAL) e um grupo tratado (VUF). O nivel de significancia adotado foi o de p < 0,05. As analises

foram realizadas através do software Statistica 8.0 (Stat Soft. Inc).
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1: Efeitos das microinje¢des no vérmis cerebelar de SAL ou VUF-8430
(0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) nos comportamentos de camundongos expostos (T1) e

reexpostos (T2) ao labirinto em cruz elevado (LCE)

Quarenta animais foram utilizados no primeiro experimento (ver Tabela 1). A ANOVA
de uma via ndo indicou diferenca significativa entre os animais expostos ao LCE sem
tratamento para todas as medidas avaliadas, 0 que permitiu utilizar os resultados de T1 como
Pool (Figura 10 AB e Tabela 5). A Figura 10 AB e a Tabela 5 mostram os efeitos das
microinjecdes de SAL ou VUF-8430 (0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) no vérmis cerebelar
p0s-T1, nos comportamentos emocionais de camundongos.

A ANOVA mostrou diferenca significativa na % EBA entre os dias de teste [F 336 =
49,00, p < 0,001]. A anélise post hoc Duncan indicou que houve uma reducao na % EBA para
0s grupos que foram microinjetados com SAL e VUF 0,15 nmol em T2 comparado a T1 (Pool).
Além disso, houve um aumento na % EBA para os grupos VUF 0,49 nmol e VUF 1,48 nmol
em comparacdo com o grupo SAL em T2 (Figura 10A). Em relacdo a % TBA, houveram
diferencas significativas em todos os grupos [F @36 = 43,71, p < 0,001]. O teste de Duncan
indicou que houve uma diminuicdo na % TBA para o0s animais microinjetados dos grupos SAL
e VUF 0,15 nmol e um aumento na % TBA para os animais dos grupos VUF 0,49 nmol e VUF
1,48 nmol em T2 comparado a T1. Além disso, os grupos VUF 0,49 nmol e VUF 1,48 nmol
aumentaram a % TBA em relacdo ao grupo SAL em T2 (Figura 10B).

A Tabela 5 mostra todos os resultados dos comportamentos etolégicos dos animais

avaliados no Experimento 1. A ANOVA revelou diferengas significativas no TBA [F 336) =
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42,63, p < 0,001), EBA [F @336) = 75,54, p < 0,001], TBF [F (336) = 14,88, p < 0,0001], TE [F
@336) = 13,09, p < 0,0001] e TC [F (3.36) = 3,47, p < 0,01]. Além disso, a ANOVA ndo indicou

diferencas na EBF [F (3,36) = 2,38, p > 0,05] e no tempo de imobilidade dos animais [F (3.36) =

0,49, p > 0,05] .
A % entrada nos bracos abertos (0EBA)
60 -
50 ~
40 - -
30
20
10 +
0
T1
OPool @SAL @VUF 0,15 aVUF 0,49 mVUF 1,48

B % tempo nos bracos abertos (%TBA)

40 ~

20 -

10

T1
O Pool @mSAL mVUF 0,15

VUF 0,49 mVUF 1,48

Figura 10: Efeitos das microinjecdes intra-vérmis de SAL ou VUF-8430 (0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) nas
porcentagens de (A) entradas nos bragos abertos (% EBA) e (B) tempo gasto nos bragos abertos (% TBA) durante
T1eT2noLCE. A droga foi administrada pds-T1. Grupos: SAL (n = 10); VUF 0,15nmol (n= 10); VUF 0,49 nmol
(n =10); e VUF 1,48 nmol (n = 10).

* p < 0,05 em relagdo & T1 (Pool); # p < 0,05 em relagéo ao grupo controle (SAL) em T2 (ANOVA, seguida do
teste post hoc de Duncan).
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Tabela 5: Efeitos das microinjecdes intra-vérmis de SAL ou VUF-8430 (0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol); a droga foi administrada
p6s-T1, nos comportamentos de camundongos expostos e reexpostos ao LCE.

Comportamentos L 12
Pool SAL VUF 0,15 nmol | VUF 0.49 nmol | VUF 1,48 nmol
TE 12.90 £ 0,59 10,20 £ 0.95* 1190 £1.73 1460 £ 1.40= 1940 £ 0.86%#
EBF 865+ 054 880 £ 088 Q70 £148 820 £099 10,50 £ 082
EBA 525+033 1,40+ 027" 220+029* 6,00+ 0612 890+ 023%=
TBA 68 44 £ 3.60 11,57 £2.70* 2147 £3.73% 103,07 + 16.82%*= 104,74 + 4 05%=
TBF 15891+ 569 Q1681 £ 1818% |217.16 = 7 53% 156,69 + 11,73 14770 £ 324
TC 7281+ 583 7163 £ 1626 6137 £ 5,81 4025 = 6,05 47.56 + 4 82
Imobilidade 0,00+ 020 0,00 = 0.10 0,00 = 0,00 0,10 = 0.10 0,10 £ 0.10

Valores representam as Médias + Erro Padrdo. TE = total de entradas; EBF = entradas nos bragos fechados; EBA = entradas nos
bracos abertos; TBA = tempo gasto nos bracos abertos; TBF = tempo gasto nos bracgos fechados; TC = tempo gasto na area central;
Imobilidade = tempo de imobilidade dos animais.
* p < 0,05 em relagdo a T1 (Pool); # p < 0,05 em relacdo ao grupo controle (SAL) em T2 (ANOVA, seguida do teste post hoc de

Duncan).
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4.2 Experimento 2: Efeitos das microinje¢des no vérmis cerebelar de SAL ou VUF-8430
(0,25 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) na consolidacdo da memdria em camundongos expostos

(D1) e reexpostos (D2) a uma tarefa de esquiva inibitéria (EI)

Quarenta e seis animais foram utilizados no segundo experimento (ver Tabela 2). A
ANOVA de uma via ndo indicou diferenca significativa entre 0s animais expostos a EI sem
tratamento, o que permitiu utilizar os resultados do primeiro dia de teste (D1) como Pool
(Figura 11).

Os resultados mostram os efeitos da microinjecdo de VUF-8430 no vérmis cerebelar de
camundongos submetidos ao Teste de Esquiva Inibitoria. A ANOVA de uma via indicou
diferenca entre os dias de teste [F 342) = 6,02, p <0,0002] e o teste de Duncan revelou um
aumento significativo na laténcia de retencdo em comparacao ao registrado em D1 (Pool) para
0s animais que receberam salina (SAL) e VUF (0,15 nmol e 0,49 nmol). Além disso, houve
diferenca significativa entre os grupos em D2 (p < 0,0002) e o teste post hoc Duncan indicou
uma diminuicdo da laténcia de retencdo para o grupo VUF 1,48 nmol em comparacdo com o

grupo controle que recebeu SAL (Figura 11).
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Figura 11: Efeitos das microinje¢@es intra-vérmis de SAL ou VUF-8430 (0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) na
consolidacdo da memoria de Esquiva Inibitoria. SAL (n = 10), VUF 0,15nmol (n = 12), VUF 0,49nmol (n = 12) e
VUF 1,48nmol (n = 12). Médias e erro padrdo da média para o tempo de laténcia [segundos (s)].

* p <0,05 em relagdo & D1 (Pool); # p < 0,05 em relagéo ao grupo controle (SAL) em D2 (ANOVA, seguida do
teste post hoc de Duncan).
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4.3 Experimento 3: Efeitos das microinje¢des no vérmis cerebelar de SAL ou VUF-8430
(0,25 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) na consolidacdo da memdria em camundongos expostos

(R1) e reexpostos (R2) ao rotarod

Quarenta e quatro animais foram utilizados no terceiro experimento (ver Tabela 3). A
ANOVA de uma via nédo indicou diferenca significativa entre 0s animais expostos ao rotarod
sem tratamento, o que permitiu utilizar os resultados de R1 como Pool (Figura 12).

A ANOVA de uma via indicou diferenca entre os dias de teste [F .40 = 3,51, p<0,01] e
o teste de Duncan revelou um aumento significativo na laténcia de retencdo em comparacao ao
registrado em R1 (Pool) para os animais que receberam salina (SAL). Além disso, houve
diferenca significativa entre os grupos em D2 (p <0,01) e o teste post hoc Duncan indicou uma
diminuicdo da laténcia de retencdo para os grupos VUF 0,49nmol e VUF 1,48 nmol em

comparagdo com o grupo controle que recebeu SAL (Figura 12).
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Figura 12: Efeitos das microinjecdes intra-vérmis de SAL ou VUF-8430 (0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) na
consolidacéo da aprendizagem motora no teste do rotarod. SAL (n = 10), VUF 0,15nmol (n = 11), VUF 0,49nmol
(n=12) e VUF 1,48nmol (n = 11). Médias e erro padrdo da média para o tempo de laténcia [segundos (s)].

* p <0,05 em relacdo & R1 (Pool); # p < 0,05 em relagéo ao grupo controle (SAL) em R2 (ANOVA, seguida do
teste post hoc de Duncan).
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4.4 Experimento 4: Efeitos das injeces de SAL (0,9 %) ou VUF-8430 (500 ng/kg) na
expressdo de CREB e pCREB no vérmis cerebelar, cortex pré-frontal, amidala e

hipocampo, utilizando a técnica de Western blotting

A Figura 13 mostra as bandas fluorescentes representativas obtidas apos a
imunotransferéncia utilizada na técnica de Western blotting para o total de CREB (tCREB), de
CREB fosforilado (pCREB) e a a-tubulina nas seguintes estruturas cerebrais: vérmis cerebelar;
cortex pré-frontal; amidala; e hipocampo. A banda marcada pelo anticorpo monoclonal anti-
CREB utilizado no estudo possuia 0 peso molecular de 43 kDa.

A Figura 14 mostra os resultados obtidos da analise de imunotransferéncia utilizada na
técnica de Western blotting para o tCREB e pCREB no vermis cerebelar, no cortex pré-frontal,
na amidala e no hipocampo, de uma amostra coletada apés injecdo I.P de SAL ou VUF (500
ng/kg) em camundongos. Para 0 tCREB, o teste t-Student indicou diferencas significativas para
as seguintes estruturas: vérmis cerebelar [t(8)= 2,95, p < 0,05] e cortex pré-frontal [t(8)= 3,07,
p < 0,05]; e ndo indicou diferencas significativas entre os grupos SAL e VUF na amidala [t(8)=
-0,44, p > 0,05] e no hipocampo [t(8)=-0,45, p > 0,05]. Com relacdo a pCREB, o teste t-
Student também mostrou diferengas significativas para o vérmis cerebelar [t(8)= 3,21, p < 0,05]
e para o cortex pré-frontal [t(8)= 2,85, p < 0,05]; e ndo mostrou diferencas significativas na

amidala [t(8)=-0,69, p > 0,05] e no hipocampo [t(8)= -0,49, p > 0,05].
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Figura 13: Membranas representativas com as bandas de fluorescéncia da analise de Western blotting de tCREB,
pCREB e a-tubulina no vérmis cerebelar, cortex pré-frontal, amidala e hipocampo em camundongos. Animais da
esquerda para a direita (SAL - grupo salina; VUF - grupo tratado). A banda marcada pelo anticorpo monoclonal
anti-CREB possuia 0 peso molecular de 43 kDa).
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Figura 14: Porcentagens dos valores de tCREB e pCREB em comparac¢do ao grupo controle nas seguintes estruturas: vérmis
cerebelar; cértex pré-frontal; amidala; hipocampo. Os histogramas representam a média £ SEM (n = 5 camundongos por grupo)
da porcentagem de valores de tCREB e pCREB do grupo VUF em relacdo ao grupo SAL (* p <0,05).
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5. DISCUSSAO

5.1 Efeitos da administracdo intra-vérmis de SAL ou VUF-8430 (0,15 nmol; 0,49 nmol;

1,48 nmol) no labirinto em cruz elevado e na caixa de esquiva inibitoria

Os resultados obtidos no Experimento 1 demonstraram que as microinjecdes do
agonista do receptor histaminérgico H4 VUF-8430 nas doses de 0,49 nmol e 1,48 nmol
prejudicaram a consolidacdo da memdria, uma vez que esse déficit caracterizou-se pelo
aumento da atividade exploratoria dos animais nos bragos abertos (% EBA e % TBA)
observado nos grupos tratados com VUF (0,49 nmol e 1,48 nmol) em relacdo ao grupo SAL
durante a reexposicdo ao labirinto em cruz elevado (LCE). Além disso, houve um aumento na
% TBA para esses grupos em T2 comparado a T1. A droga utilizada em suas diferentes
dosagens ndo induziu alteracbes na atividade locomotora, representada pelas entradas dos
animais nos bragos fechados (EBF) no LCE.

Nesse modelo, é possivel avaliar a ansiedade devido ao conflito entre a motivacéo para
explorar o labirinto e a tendéncia natural dos roedores em evitar espacos abertos (Lister, 1990).
Entretanto, este modelo também foi proposto para avaliar a memdria emocional (Carobrez;
Bertoglio, 2005). Portanto, a ansiedade pode ser inferida pela atividade nos bragos abertos
durante a exposicdo e a aprendizagem emocional pode ser inferida através da reducdo da
exploracdo dos bragos abertos durante a reexposicdo (Galvis-Alonso, 2010; Dal-Col et al.,
2003; File, 1993). Dessa forma, os resultados do presente estudo demonstram que o agonista
histaminérgico H4 utilizado prejudicou a consolidacdo da memdria emocional em

camundongos submetidos ao LCE, sugerindo um papel inibitério do VUF-8430, nas doses de
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0,49 nmol e 1,48 nmol, microinjetadas no vérmis cerebelar dos animais submetidos a este
modelo.

Além do teste no LCE, modelo classicamente voltado & ansiedade, o Experimento 2
investigou a resposta comportamental emocional utilizando uma tarefa de esquiva inibitoria,
que é um paradigma experimental efetivo para avaliar a memdria aversiva, envolvendo
comportamentos semelhantes ao medo (Nonankan et al., 2013). No Experimento 2, quando o
VUF-8430, na dose de 1,48 nmol, foi microinjetado no vérmis cerebelar p6s-D1, houve déficit
na consolidacdo da memaoria emocional, como observado na diminuicao das laténcias do grupo
VUF 1,48 nmol se comparada ao grupo controle SAL no segundo dia de teste (D2). Portanto,
infere-se um efeito amnésico desta droga nessa dosagem na El. Os outros grupos tratados com
o VUF (0,15 nmol e 0,49 nmol), além do proprio grupo SAL, apresentaram comportamentos
relacionados ao medo devido ao aumento das laténcias no segundo dia de teste, tornando-se um
indicativo da consolidacdo da memdria aversiva nesses animais.

Os resultados do presente estudo demostraram que a administracdo intra-vérmis do
VUF (1,48 nmol) prejudicou a consolidacdo da informacdo aversiva em camundongos
submetidos a EI. Em outro estudo, Galeotti e colaboradores (2013) mostraram que o VUF-8430
microinjetado i.c.v. em camundongos, foi capaz de reverter o déficit na memadria emocional
induzido pela escopolamina na El, entretanto, quando a droga foi microinjetada sozinha, ndo
houve efeito na memoria emocional neste modelo. Esses resultados diferentes, quanto a
modulacdo exercida pelos receptores H4, podem estar relacionados ao estimulo emocional
atuando como um modulador enddgeno essencial para 0s processos da memoria, interagindo
com agentes ativos mnemadnicos fornecidos por fatores exdgenos, como por exemplo, a droga
utilizada em suas diferentes doses (McGaugh, 1989). Essa modulacdo também pode estar
relacionada aos locais de injecéo, idade e espécie dos animais utilizados para avaliar a memoria

emocional.
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As projecdes histaminérgicas para o vérmis cerebelar podem estar implicadas na
modulacdo da formacdo da memoria emocional independente do seu papel nos processos
motores ou sensoriais, representando uma possivel interface entre o estimulo sensorio, o estado
emocional do sujeito e as respostas motoras (Sacchetti et al., 2007; 2009). Resultados recentes
do nosso laboratdrio tém tracado as acdes da histamina via receptores H1, H2 e H3 no vérmis
cerebelar usando os modelos do LCE e da EIl. Um estudo realizado por Gianlorenco e
colaboradores (2013) sugeriu que a participacdo do sistema histaminérgico cerebelar na
consolidacdo da memdria emocional é dependente de um componente de ansiedade ou de medo,
indicando que as vias neurais que modulam as memorias relacionadas a esses comportamentos
sdo distintas. Niveis elevados de HA no vérmis cerebelar produziram resultados diferentes nos
animais, na mesma dose, em modelos que avaliaram diferentes funcbes, sejam com um
componente de ansiedade, presente no modelo do LCE (Gianlorenco et al., 2011), ou sejam
com um componente de medo, presente no modelo da El (Gianlorenco et al., 2015). No presente
estudo, quando utilizou-se um agonista do receptor H4, ambos os modelos (estimulos mediados
pela ansiedade e pelo medo) apresentaram comprometimento da consolidacdo da memoria
emocional.

Steimer (2002) sugere que a ansiedade e o medo atuam como um sinal de conflito
motivacional, ou seja, uma ameaca ou um perigo, desencadeando respostas adaptativas
apropriadas, provavelmente demostrando alguma sobreposicdo na circuitaria neuronal em
diferentes areas encefalicas, bem como nos mecanismos comportamentais. Portanto, esses
resultados indicam que os receptores H1, H2 e H4 no vérmis cerebelar usando modelos de
ansiedade e medo, implicam em circuitos neurais envolvidos em diferentes funcGes
relacionadas a emocgdo. Alem disso, a necessidade operacional em definir a ansiedade e 0 medo
surge a partir das concepcoes de que essas duas categorias de emocéo sdo mediadas no encéfalo

por subsistemas compartilhados, porém independentes (Davis et al., 2010). De fato, a ansiedade
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pode ser apenas uma forma mais elaborada de medo que proporciona ao individuo uma maior
capacidade de adaptacdo e planejamento (Barlow, 2000), geralmente definida como uma
antecipacdo emocional mediante uma situacdo aversiva. O medo, por outro lado, esta ligado a
uma ameaca real e definida ou a um perigo iminente (Davis et al., 2010). Assim, sugerimos que
0s receptores H4, apesar de possuirem vias diferentes, tém algo em comum, pois ambos 0s
modelos, envolvendo ansiedade e medo, demonstraram uma mesma resposta, prejudicando a
consolidacdo da memaoria emocional, independentemente do tipo de estimulo envolvido.

Tomados em conjunto, os resultados dos Experimentos 1 e 2, contribuiram para explicar
os efeitos produzidos pelo VUF-8430 em diferentes paradigmas experimentais utilizados para
avaliar a memoria aversiva. Os dois modelos experimentais utilizados nesse estudo, permitiram
uma avaliagdo da memoria aversiva relacionada aos paradigmas comportamentais distintos.
Enquanto o LCE, modelo relacionado a ansiedade, baseia-se na prevencdo pelas areas
potencialmente ameacadoras adquiridas no primeiro dia de teste, o teste na El baseia-se na
evasdo condicionada mediante um perigo real, relacionando-se a expressdo do medo. No
presente estudo, a dose mais elevada de 1,48 nmol induziu um efeito amnésico nos dois
modelos utilizados, mesmo que a tarefa proposta demonstrasse um componente emocional
diferente.

Portanto, sugerimos que o sistema neural histaminérgico, via receptores H4 presentes
no vérmis cerebelar em camundongos, induz um déficit na expressdo da memaoria emocional
relacionado a ansiedade e ao medo, prejudicando a fase de consolidacdo quando utilizado o

agonista VUF-8430 na dose de 1,48 nmol.
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5.2 Efeitos da administracdo intra-vérmis de SAL ou VUF-8430 (0,15 nmol; 0,49 nmol;

1,48 nmol) no rotarod

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que as microinje¢des no vérmis
cerebelar do agonista do receptor histaminérgico H4 VUF-8430 nas doses de 0,49 nmol e 1,48
nmol diminuiram a laténcia dos animais submetidos ao teste do rotarod, indicando que essas
doses prejudicam a consolidagdo da aprendizagem motora em camundongos quando
comparadas ao grupo SAL na reexposicao (R2).

Bloedel e seus colaboradores (1991), através da ablacdo de regides cerebelares que
resultaram em uma incapacidade de aquisicdo de comportamentos adaptativos, sugeriram que
0 cerebelo possui um importante papel na aprendizagem motora atrelado as alteracdes
necessarias nos fendmenos adaptativos e condicionados. O cerebelo dispde de uma acurada
rede de vias reguladoras para que haja um controle correto em um determinado ato motor,
agindo na comparacdo, modulacédo e ajuste dos estimulos atraves de suas projecdes para areas
motoras corticais, contribuindo para a regulacdo e o planejamento do movimento, bem como
na aquisicdo sensorial e organizacdo temporal (Nixon; Passinghan, 2001). Portanto, individuos
com comprometimentos cerebelares apresentam disturbios na precisdo e coordenacdo dos
movimentos realizados (Manto et al., 2012). No presente estudo, acreditamos que os déficits
encontrados no rotarod possam estar ligados a coordenacdo motora dos animais, uma vez que
ndo obtivemos deficits quanto a mobilidade dos animais verificados no LCE (Experimento 1).
Como a droga é microinjetada no vérmis cerebelar, inferimos que a mesma pode interferir
diretamente na coordenacdo motora dos animais submetidos ao rotarod.

Em um estudo de Song e colaboradores (2006), ao utilizarem o rotarod, observaram que
a HA microinjetada no ndcleo interposto cerebelar em ratos promoveu uma melhora no

desempenho motor, nas habilidades de equilibrio e coordenacdo, onde essa melhora foi
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atribuida a ativacdo dos receptores histaminérgicos H2, sugerindo que as projecoes
histaminérgicas hipotalamo-cerebelares podem modular o circuito cerebelar para assegurar a
precisdo dos movimentos. Além disso, a HA excita neurdnios do nicleo denteado do cerebelo
viareceptores H2, sugerindo o envolvimento dessas projecdes histaminérgicas no planejamento
e no inicio do movimento (Quin et al., 2011). No presente estudo, ao utilizar-se um agonista
histaminérgico dos receptores H4 microinjetado no vérmis cerebelar de camundongos, houve
um comprometimento na consolidacdo da aprendizagem motora dos animais submetidos ao
rotarod.

Como visto, o sistema neural histaminérgico esta envolvido na regulacdo da atividade
locomotora, entretanto, os estudos que investigam os efeitos da HA no controle motor de
roedores, apresentam resultados distintos. Enquanto alguns estudos demonstraram que a HA
produz efeito bifasico na atividade locomotora espontanea em ratos, ocorrendo hipoatividade
transitoria inicial seguida por hiperatividade, e que a reducdo da HA em animais knockout para
receptores histaminérgicos provoca uma diminui¢do da atividade locomotora, demonstrando
assim, um papel facilitador desse neurotransmissor na atividade motora (Bristow; Bennett,
1988; Chiavegatto et al., 1998). No entanto, em outros estudos envolvendo microinjecéo i.c.v.
de HA, apenas a hipoatividade foi observada (Inoue et al., 1996; Toyota et al., 2002) e no estudo
de Galeotti e seus colaboradores (2013), houve um déficit significativo no comprometimento
da coordenacdo motora dos camundongos no rotarod quando utilizada a dose mais alta do
agonista do receptor H4 VUF-8430. Portanto, nossos resultados corroboram o estudo de
Galeotti et al. (2013), mostrando um déficit na aprendizagem motora induzido pela dose mais
alta do VUF-8430 utilizada nos respectivos estudos.

Sabe-se, que o VUF-8430 também apresenta afinidade para os receptores H3,
demonstrando propriedades agonistas (Lim et al.,, 2009a). No entanto, supde-se que 0S

receptores H3 e H4 tenham um papel distinto e contrastante no encéfalo de mamiferos. O H3
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atua como autoreceptor nas terminac6es dos neurdnios histaminérgicos e a sua ativacdo modula
a liberagdo e sintese de HA, inibindo a neurotransmisséo histaminérgica (Kohler et al., 2011;
Brown et al., 2001). Por esta razdo, inimeros antagonistas/agonistas inversos dos receptores
H3 foram sintetizados e estudados para melhorar a atividade histaminérgica e, nessas bases,
Galeotti e seus colaboradores (2013) sugerem que um envolvimento da ativagdo dos receptores
H3 nos efeitos farmacoldgicos produzidos pelo VUF-8430 seja muito improvavel, atribuindo
os efeitos encontrados a sua acao nos receptores H4 encontrados no SNC.

A expressédo central dos receptores H4 foi recentemente descoberta e, por isso, ndo sdo
encontrados muitos estudos embasando-a na literatura. Assim, ha a necessidade de maiores
evidéncias a fim de auxiliar na orientacédo para investigacgdes futuras, elucidando o papel desses
receptores no SNC, além de suas ac¢des e manifestagdes clinicas, tornando-os potenciais alvos

terapéuticos.



63

5.3 Efeitos da administracéo 1.P. de SAL (0,9 %) ou VUF-8430 (500 ng/kg) na expressao
de CREB e pCREB no vérmis cerebelar, cortex pré-frontal, amidala e hipocampo em

camundongos

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a administragdo aguda I.P.
do VUF-8430 (500 ng/kg) induziu uma diminuicdo dos niveis de CREB e pCREB no vérmis
cerebelar e no cortex pré-frontal de camundongos, sugerindo que essa dose prejudica a ativacdo
de vias de sinalizacéo celular nessas estruturas. Entretanto, ndo houve alteracao dessa expressao
proteica na amidala e no hipocampo.

A diminuicdo dos niveis de CREB e pCREB no vérmis cerebelar em camundongos,
pode estar relacionado aos eventos bioquimicos associados ao comprometimento cognitivo,
corroborando os resultados dos experimentos anteriores realizados no presente estudo (LCE,
El e rotarod), pois houve déficits na consolidacdo da memdria quando utilizado o VUF-8430
(1,48 nmol) intra-vérmis nos aparatos supracitados, prejudicando as fungdes cognitivas e de
neuroprotecdo. No entanto, Galeotti e colaboradores (2013), mostraram que a microinjecao
i.c.v. dessa droga foi capaz de reverter os déficits na memdria emocional induzidos pela
escopolamina na EI. Essas discrepancias em relacdo a modulacao exercida pelos receptores H4
podem estar relacionadas a excitacdo emocional, que é considerada como um modulador
enddgeno fundamental, interagindo com agentes ativos mneménicos fornecidos por fatores
exogenos (McGaugh, 1989). No presente estudo, acreditamos que o VUF-8430 induziu uma
inibicdo significativa da expressdo de CREB no vérmis cerebelar, associando-se ao
comprometimento cognitivo verificado nos outros experimentos realizados.

Além disso, houve uma diminuicdo na expressdao de CREB e pCREB no cortex preé-
frontal (CPF). A atenuacdo da via de sinalizacdo do vérmis cerebelar induzida pelo VUF-8430

pode ter diminuido a estimulacdo do CPF, uma vez que as eferéncias cerebelares visam nao
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apenas areas motoras corticais, mas também regides relacionadas a modulagdo emocional,
como o proprio CPF, que, por sua vez, esta envolvido na atencdo e no controle cognitivo.
Segundo Chen et al. (2010), as atenuacGes genética e farmacoldgica da expressdao de CREB
prejudicam a excitabilidade das redes neurais e das fungdes cognitivas. Estudos mostram que o
cortex pré-frontal medial (CPFm) pode atuar como uma &rea de ligagdo na memdria remota de
forma semelhante a atuacdo do hipocampo na memoria recente, sendo que a separacdo da
funcdo do hipocampo e do CPFm na recuperagdo da memdria recente e remota,
respectivamente, sugere que o CPFm possa tomar parte na funcéo de ligacdo do hipocampo na
memoria remota (Frankland; Bontempi, 2005; 2006).

A expressdo génica dependente de CREB no hipocampo por sinalizacdo
monoaminérgica ou dopaminérgica, facilita a inducdo de LTP e, consequentemente, facilita os
processos de aprendizagem e memdria (Reymann; Frey, 2007; Barco et al., 2008). A expressao
de pCREB e BDNF associa-se a neurogénese e contribui para a plasticidade neural do
hipocampo na habilidade de adaptacdo em resposta aos mais variaveis estimulos (Lee et al.,
2002; Fujioka et al., 2004). Em contrapartida, a diminuicdo da expressdo de CREB associa-se
a reducao da neurogénese, ocasionando a ansiedade (Nakagawa et al., 2002).

Nossos resultados também demonstram que o agonista dos receptores histaminérgicos
H4 falhou em induzir a fosforilacdo de CREB no hipocampo e na amidala. O comprometimento
da consolidacdo da memoria emocional induzida pela microinjecdo do VUF-8430 no vérmis
cerebelar verificada nos outros experimentos do presente estudo, pode ter atenuado a
estimulacdo neuronal na amidala e no hipocampo, uma vez que a amidala e o cerebelo podem
ser funcionalmente interconectados durante a aprendizagem aversiva (Strata et al., 2015). Além
disso, a falta de efeito do VUF-8430 no hipocampo e na amidala pode estar relacionada a dose

adotada no presente estudo.
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Conexdes anatdmicas diretas e indiretas existem entre o cerebelo e as areas limbicas
(Sacchetti et al., 2009). Além disso, evidéncias apontam que a amidala e o hipocampo estdo
anatomicamente conectados e interagem funcionalmente durante a codificagdo da memoria
emocional (Richardson et al., 2004; Calandreau et al., 2006). Estudos sugerem que o nicleo
basolateral da amidala modula as fun¢@es do hipocampo durante o condicionamento do medo,
promovendo uma interagdo dindmica entre essas estruturas, influenciando mutuamente os
processos da neuroplasticidade (Kim et al., 2005; Huff et al., 2006), promovendo a modulagao
da aprendizagem e os processos da memdria. Em nosso estudo, a diminuicdo da expressao de
CREB no vérmis cerebelar pode ter atenuado a ativacdo das vias de sinalizacdo na amidala e
no hipocampo.

Sabe-se, que a expressdo de pCREB esta associado a regulacao transcricional de genes
relacionados a neuroplasticidade, correlacionando-se com as medidas fisioldgicas e
comportamentais (Mayr; Montminy, 2001). Segundo Cowansage et al. (2013), respostas
comportamentais podem ser importantes para equilibrar a plasticidade neural e que ha os
mesmos padrdes em diferentes circuitos e, assim, consistente com a teoria de que o feedback
entre circuitos neurais anatomicamente distintos seja essencial para uma cognicao saudavel.

No entanto, apesar da importancia bem estabelecida e fundamentada da expressao de
CREB e pCREB na plasticidade sinaptica, as suas contribuicdes enddgenas para a formacao da
memoria ainda ndo sdo bem caracterizadas na literatura, principalmente no vérmis cerebelar.
Dessa forma, ha a necessidade de uma maior investigacdo em estudos futuros, do papel
desenvolvido dessa estrutura na ativacdo de vias de sinalizacdo celular nas funcdes cognitivas
e de neuroprotecdo, assim como nas estruturas classicas vinculadas a memaria, como o CPF, a

amidala e o hipocampo.
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5.4 Discussao final

Os resultados obtidos no presente estudo no LCE, corroboram um estudo desenvolvido
em nosso laboratério de pesquisa por Gianlorenco e colaboradores (2011), onde a HA
microinjetada intra-vérmis em camundongos utilizando este mesmo modelo, prejudicou a
consolidacdo da meméria, sugerindo um possivel papel inibitério na memaéria emocional com
um componente de ansiedade; entretanto, em um outro estudo também desenvolvido por
Gianlorencgo e colaboradores (2013), ao utilizar a HA intra-vérmis em camundongo na El,
houve facilitacdo da memoria emocional com um componente de medo, demonstrando assim,
um resultado diferente ao encontrado no presente estudo. Contudo, nossos resultados
corroboram aqueles obtidos por Ahmadi e seus colaboradores (2010), que demonstraram um
efeito inibitdério da injecédo i.c.v de HA pds-treino, na aprendizagem e na memaria emocional
em camundongos submetidos a El.

A ansiedade e 0 medo atuam como um sinal de ameaca ou um perigo, desencadeando
respostas adaptativas e, provavelmente, demostrando sobreposicéo na circuitaria neuronal em
diferentes areas encefalicas, bem como nas respostas comportamentais (Steimer, 2002). Além
disso, Davis e colaboradores (2010), sugerem que essas duas categorias de emocdo Sao
mediadas no encéfalo por subsistemas compartilhados, porém independentes. De fato, a
ansiedade pode ser apenas uma forma mais elaborada de medo, proporcionando ao individuo
uma maior capacidade de adaptacdo e planejamento (Barlow, 2000), sendo definida como uma
antecipacdo emocional, mediante uma situacdo aversiva; ja o medo, por outro lado, esta ligado
a uma ameaca definida ou a um perigo iminente (Davis et al., 2010).

McNaughton e Corr (2004), sugerem que exista uma distingdo funcional entre o0 medo,
relacionado & essas ameacgas definidas, e a ansiedade, relacionada & ameacas distantes ou

antecipatorias, com funces executadas por dois sistemas neurais paralelos: o medo, com
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representacdo neural em niveis inferiores, em areas como a substancia cinzenta periaquedutal,
o0 hipotadlamo medial e a amidala; e a ansiedade, com maior representacdo neural em niveis
superiores, em areas como a amidala, o sistema septo-hipocampal, o cingulo posterior e 0 CPF.
Assim, o vérmis cerebelar e a amidala, que € uma estrutura presente em ambas as situagdes,
podem interagir mediados por conexdes anatomicas diretas ou indiretas entre o cerebelo e as
areas limbicas (Sacchetti et al., 2009), portanto, os resultados advindos por intermédio do SNH,
podem estar relacionados ao efeito da HA sobre uma dessas projecdes cerebelares.

No presente estudo, sugerimos a hipotese dos receptores H4 agirem como um elo entre
a ansiedade e o0 medo, pois, apesar de possuirem diferentes vias neurais, existe algo em comum
nas respostas apresentadas pelos animais, visto que nos dois modelos, independente do estimulo
ser voltado a ansiedade ou ao medo, houve deficits na consolidacdo da memdria dos
camundongos.

Destaca-se ainda, o fato da descoberta desses receptores histaminérgicos H4 no SNC
ser recente e, por isso, faltam estudos que elucidem qual o seu verdadeiro papel na
aprendizagem, na memaria emocional e no controle motor. No presente estudo, os resultados
comportamentais obtidos no LCE, na El e no rotarod, foram corroborados pela anélise
imunohistoquimica, através da técnica de Western blotting, que revelou uma diminuicéo da
expressao proteica dos niveis de CREB e pCREB, ou seja, ndo houve ativacdo farmacologica
das vias de sinalizacdo no vérmis cerebelar induzida pelo VUF-8430. Portanto, nossos
resultados sugerem déficits induzidos por este agonista histaminérgico dos receptores H4, em
sua dose mais alta utilizada (1,48 nmol), na consolidacdo da memaoria emocional e no controle
motor em camundongos.

O presente estudo foi o primeiro trabalho que investigou a acdo de um agonista dos
receptores H4 (VUF-8430), microinjetado no vérmis cerebelar de camundongos, submetidos a

diferentes testes comportamentais, bem como a analise de Western blotting verificando a
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expressao proteica no vérmis e em estruturas classicamente vinculadas a memdria, tais como:
0 cortex pré-frontal, a amidala e o hipocampo.

Desta forma, 0s nossos resultados possibilitam novas orientacdes para investigacdes
futuras relacionadas a esses receptores, incrementando o conhecimento sobre as bases
neurobiol6gicas da formacdo da memobria, caracterizando-os como um provavel alvo

terapéutico nas mais diversas manifestacdes clinicas, tais como as desordens amnésicas.
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6. CONCLUSAO

Em conclus&o, os resultados do presente estudo demonstram que a maior dose do VUF-
8430 (1,48 nmol) nos dois modelos utilizados para avaliar a aprendizagem e a memoria
emocional (LCE e EI), prejudicou a consolidacdo da memaéria em camundongos via vérmis
cerebelar, independentemente da atividade proposta estar relacionada a ansiedade, como no
LCE, ou relacionada ao medo, como na EIl. Em relagdo ao comportamento motor, 0 VUF-8430
(1,48 nmol), também prejudicou a aprendizagem motora dos animais submetidos ao teste do
rotarod. Além disso, a diminui¢do da expressdo proteica no vermis cerebelar verificada pelos
niveis de CREB e pCREB, pode corroborar esses déficits encontrados na consolidagdo da

memoria.
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ANEXO A - Parecer da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCar.

Pro Reitoria comissio de Etica no Uso de Animais ;
= Universidade Federal de S50 Carlos
% Pesquisa u'Fﬁ'“"

CERTIFICADO

Certificamos gue o Projeto infitulado "A I'-‘AH'I'ICIPM;.&O DO RECEPTOR HISTAMINERGICO HE MA MG-DULM;.&O DA MEMORLA
EMOCIONAL E MO CONTROLE MOTOR EM CAMUNDONGOS.", protocolado sob o CEUA n® 8336250515, sob a responsabilidade
de Carlos Eduardo Monici Fernandes - gue envolve a produgdo, manutengio efou ufilizagio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com 0s preceitos
da Lei 11.794, de & de outubro de 2008, com o Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, com as nommas editadas pelo Conselho

Macional de Confrole da ExperimentagSo Animal (COMCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Sdo Carles (CEUAMFSCAR) em reuni&o de 18/06/2015.

W certify that the proposal "PARTICIPATION OF THE HISTAMINERGIC H4 RECEFTOR IN THE EMOTIONAL MEMORY
MODULATION AND THE MOTOR CONTROL IN MICE.", utilizing 180 Heterogenics mice (180 males), protocol number CEUA
8336250515, under the responsibility of Carlos Eduardo Monici Fernandes - which involves the production, maintenance
andfor use of animals belonging fo the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research
purpeses (or teaching) - it's in accordance with Law 11794, of October 8 2008, Decree 6899, of July 15, 2009, with the rules
issued by the National Council for Control of Animal Experimentation {COMNCEA), and was approved by the Ethic Committes
on Animal Use of the Federal University of S8o Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of 06/13/2015.

igéncia da Proposta: de 08/2015 a 07/2018 Laboratorio: Fisioterapia

Procedéncia: Bictéric Externo
Espécie: Camundongos heterogénicos Género: Machos idade: 6afsemanas M 180
Linhagem:  Swiss Albino Peso: 25a40g

Mota: Este trabalho investigara o efeito de microinjecies de agonista histaminérgico H4 (WVUF-8430) no vérmis cersbelar em camundeongos
e no controle motor. Apés a recuperacio da cirurgia de implante da canula guia, os animais receberdo microinjecies de SAL ou VUF (0,15 nmol;
0,48 nmol; & 1,48 nmal / 0.1 ) pis-exposigio. O expermento do LCE serd realizado em dois dias consecutivos (T1 e T2}, onde os animais
explorarde livremente o |abirnto durante § min. Serdo registrados: nimers de entradas e tempoe nos bragos abertos, fechados e na plataforma
cantral. Os indices em T1 indicardo o nivel de ansiedade demonstrado pelos animais e a diminuigio da atividade nos bragos abertos enfre T1 & T2,
permitird inferir a memara emocional. O experimento da El serd realizado em dois dias consecutives (D1 e D2) e o tratamento farmacologico sera
pos-D. As laténcias permitirdo inferir a memoria emocional. O experimento do Rotarod sera realizado em dois dias consecutives (R1 & R2). A
velocidade de mtagSo do cilindry serd de 16 np.m. e a laténcia para gqueda dos animais sera medida automaticamente. Em R1, os animais realizardo
a habituagio por 57 e apds 157 realizar3o o teste. Apos o término de R1, os animais receber3o o tratamento farmacolégico. Em R2, os animais
sefdo apenas reexpostos sob as mesmas condipies expermentais de R1, sem microinjegles, caracterizande a aprendizagem motora. A
confimagio da participagdo do WUF-8430 na medulagio da meméria emocional determinara outra investigac3o, se sua micminjecdo ativa a
fosforilagdo do fator de transcrigo CREB, utilizando a técnica de Westem Blatting (Experimento 4).
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