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RESUMO 

 

Evidências experimentais sugerem a participação do cerebelo em funções motoras e não 

motoras. Visto que recentes resultados demonstram a participação do sistema cerebelar 

histaminérgico na consolidação da memória, este trabalho investigou o efeito de microinjeções 

e o entendimento das bases moleculares do agonista histaminérgico H4 (VUF-8430) na 

consolidação da memória emocional em camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado 

(LCE), um modelo voltado à ansiedade (Experimento 1); à caixa de esquiva inibitória (EI), um 

modelo voltado ao medo (Experimento 2); no controle motor e na aprendizagem motora em 

camundongos submetidos ao rotarod (Experimento 3); e, na expressão proteica dos níveis 

séricos de CREB e CREB fosforilado através da técnica de Western blotting (Experimento 4). 

No quarto dia após a cirurgia de implantação da cânula-guia, para a realização dos 

Experimentos 1, 2 e 3, os animais receberam microinjeções intra-vérmis de salina (SAL) ou 

VUF (0,15 nmol; 0,49 nmol; e 1,48 nmol/0,1 μl) pós-exposição. Esses experimentos foram 

realizados em dois dias consecutivos. Experimento 1: foi realizado no LCE e, imediatamente 

após a exposição (T1), houve o tratamento farmacológico; no segundo dia de teste (T2), ocorreu 

apenas a reexposição ao LCE. A diminuição da atividade nos braços abertos (EBA e TBA) em 

T2 comparada à T1, permitiu inferir a aprendizagem e consolidação da memória emocional. 

Experimento 2: foi realizado na EI e o tratamento farmacológico ocorreu após o primeiro dia 

de teste (D1); no segundo dia de teste (D2), os animais foram apenas reexpostos à EI. O aumento 

ou a diminuição das latências de D2 comparado à D1, permitiu inferir a facilitação ou o déficit 

na aprendizagem e consolidação da memória emocional. Experimento 3: foi realizado no 

rotarod e os animais receberam o tratamento farmacológico imediatamente após a exposição 

(R1); no segundo dia de teste (R2), os animais foram apenas reexpostos ao aparato, 

caracterizando a aprendizagem motora. O aumento ou a diminuição das latências de R2 

comparado à R1 permitiu inferir a facilitação ou déficit na consolidação da aprendizagem 

motora. Experimento 4: foi realizada a injeção sistêmica intraperitoneal (I.P.) do VUF-8430, 

na dose de 500 ng/kg, para investigar a expressão proteica através da fosforilação do fator de 

transcrição CREB, utilizando a técnica de Western blotting, no vérmis cerebelar e em estruturas 

clássicas vinculadas à memória emocional (córtex pré-frontal, amídala e hipocampo). 

Resultados: no Experimento 1, o VUF (0,49 nmol e 1,48 nmol) prejudicou a consolidação da 

memória emocional no LCE; no Experimento 2, o VUF (1,48 nmol) prejudicou a consolidação 

da memória emocional na EI; no Experimento 3, o VUF (0,49 nmol e 1,48 nmol) prejudicou a 

consolidação da aprendizagem motora no rotarod; e, no Experimento 4, houve uma diminuição 

da expressão proteica (CREB e pCREB) no vérmis cerebelar e no córtex pré-frontal de 

camundongos. Conclusões: a maior dose do VUF-8430 (1,48 nmol), microinjetada no vérmis 

cerebelar de camundongos, induziu um déficit na aprendizagem e consolidação da memória nos 

modelos utilizados no presente estudo (LCE, EI e rotarod). Além disso, a diminuição da 

expressão proteica no vérmis cerebelar verificada pelos níveis 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, há a necessidade de novos estudos para investigar 

o papel dos receptores histaminérgicos H4 no sistema nervoso central. 

 

Palavras-chave: Sistema histaminérgico; memória emocional; consolidação; cerebelo; 

camundongos. 
 



8 

 

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 μl) 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 IAT; 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 INTRODUÇÃO 

________________________________________________________________ 

 

1.1 A memória  

Os principais estágios de formação da memória passam por quatro fases que 

compreendem os processos de aquisição, consolidação/armazenamento, evocação e 

reconsolidação (Kandel et al., 2003; Kolb; Wishaw, 2002; Brewin, 2018). A fase de aquisição 

da memória refere-se ao período de tempo entre a percepção de estímulos provenientes de uma 

determinada experiência e o momento em que esses estímulos são codificados e memorizados 

(Hamann, 2001); assim, quanto maior o nível de atenção durante essa fase, maior será a 

probabilidade desse evento ser armazenado permanentemente (Kentros et al., 2004). 

A fase de consolidação da memória é o processo pelo qual uma informação adquirida é 

estabilizada para ser armazenada como uma memória de longa duração, podendo estar sujeita 

à interferências farmacológicas e/ou comportamentais (Glaser et al., 2010). Para que essa 

informação recém-aprendida durante a fase de aquisição seja transformada em modificações 

estáveis durante a fase de consolidação, é necessário que ocorra a síntese proteica (Nakayama 

et al., 2013). Adicionalmente, a consolidação da memória pode ser modulada por fatores 

endógenos neuro-humorais característicos do animal, como a ansiedade e o nível de estresse 

(McGaugh, 2006; Roozendaal et al., 2009).  

A fase de evocação da memória envolve uma reativação rápida das memórias que 

encontram-se latentes (Cammarota et al., 2005). Entretanto, a reconstrução de experiências 

prévias pode ser influenciada por experiências emocionais no momento dessa evocação 

(Buchanan, 2007). Dudai e Eisenberg (2004) sugerem que evocações por um curto período de 

tempo podem induzir uma desestabilização de uma memória previamente consolidada, 
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entretanto, essa memória pode ser estabilizada posteriormente em um processo denominado 

reconsolidação; contudo, a reconsolidação pode ser mais difícil de ocorrer em memórias mais 

fortes e remotas, ou em indivíduos mais ansiosos (Brewin, 2018). 

A fase de reconsolidação fundamenta-se na desestabilização da memória após sua 

reativação, deixando-a lábil e vulnerável, sujeita novamente à interferências e necessitando de 

um novo ciclo de consolidação para ser preservada (Nader; Einarsson, 2010). Adicionalmente, 

a reconsolidação permite a integração de novas informações no traço mnemônico original, 

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

Experimentalmente, a persistência de uma determinada memória vai depender de 

diferentes variáveis, tais como: a intensidade do treino e o número de repetições realizadas 

(Sierra et al., 2013). Os eventos emocionais apresentam um forte componente motivacional 

para que ocorram os processos da memória, alterando estratégias comportamentais em situações 

futuras (Ledoux, 2000). Portanto, o condicionamento do medo fornece uma forma de 

aprendizagem que transformará um estímulo inócuo, em um estímulo que antecipará uma 

determinada situação aversiva (Strata, 2015). 

Um dos grandes achados que permitiu o entendimento dos mecanismos de formação da 

memória, foi a descoberta do processo eletrofisiológico conhecido como “potenciação de longa 

duração” (LTP). A LTP consiste no aumento persistente da resposta de neurônios à uma breve 

estimulação repetida de um axônio ou de um conjunto de axônios, permitindo uma diminuição 

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

Há um processo parecido, mas inibitório, denominado “depressão de longa duração” 

(LTD). Em comparação com a LTP, a LTD inibe a resposta neuronal (Stanton, 1996). Uma 

característica comum da LTP e da LTD é que podem ser medidos por horas, dias ou semanas. 

De fato, a duração dessas mudanças sugeriu que existe uma forte relação entre LTP, LTD e as 

memórias de longa duração (Teyler; Discenna, 1984). A LTP pode ser atribuído aos 
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mecanismos envolvidos na formação de memórias aversivas no cerebelo; já a LTD, pode ser 

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

Uma das ferramentas utilizadas para o estudo dos processos da memória é a 

farmacologia. A administração de agentes farmacológicos após o treino, permitiu verificar a 

influência de certos compostos no processo de consolidação de uma tarefa (Izquierdo; 

McGaugh, 2000). Com resultados de estudos farmacológicos, conheceu-se diferentes classes 

de neurotransmissores, receptores, cascatas metabólicas e sistemas neuromodulatórios que 

atuam na consolidação da memória.  

Sugere-se que a consolidação da memória seja dependente da síntese proteica e a sua 

inibição pode bloquear o surgimento de novas memórias (Kida et al., 2002). Em nível nuclear, 

a fosforilação ocorre em proteínas que participam dessa síntese, destacando-se a importância 

do fator de transcrição celular CREB, proteína ligante ao elemento responsivo monofosfato 

cíclico de adenosina (AMPc), necessário para a formação da memória (Stevens, 1994; 

O'Connell et al., 2000). A expressão de CREB fosforilado (pCREB) é considerada a forma ativa 

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

A expressão de CREB na formação e manutenção da memória tem sido extensivamente 

estudada, pois sugere-se que aja como mediador crucial de mudanças atividade-dependentes na 

expressão do gene alvo que, por sua vez, impõem modificações duradouras na estrutura e 

função dos neurônios (Belgacem; Borodinsky, 2017). O cálcio (Ca2+) é um importante segundo 

mensageiro, implicado na transdução de inúmeras vias de sinalização, agindo na fisiologia do 

sistema nervoso central (Rosenberg; Spitzer, 2011). Segundo Brini e seus colaboradores (2014), 

aumentos na concentração de Ca2+ citosólico ocorrem através da despolarização de canais de 

Ca2+ voltagem-dependentes (VGCCs) e canais de Ca2+ controlados por ligandos, tais como o 

receptor de glutamato ionotrópico de NMDA (NMDAR), que, após ligação de glutamato, 

permite o influxo de Ca2+ (Figura 1). Aumentos transitórios no Ca2+ são seguidos pelo 
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recrutamento de diferentes vias de sinalização, modificando assim, o status de ativação de 

CREB (Belgacem; Borodinsky, 2017). A sensibilização pelo Ca2+ da via intracelular 

Ras/MAPK estimula a fosforilação de CREB, promovendo a expressão gênica (Wu et al. 2001). 

 

   

 

 

Figura 1: Vias de sinalização clássica que levam à ativação de CREB. A despolarização da membrana (canais de 

Ca2+ voltagem-dependentes, VGCC) e os receptores de glutamato (NMDAR) levam a elevações de Ca2+ 

citosólicos e nucleares, recrutando as vias de sinalização cAMK ou Ras/MAPK. Os receptores acoplados à proteína 

G (GPCR) ativam o eixo AMPc/PKA, enquanto os receptores Tirosina Quinases (RTKs) recrutam as cascatas de 
sinalização Ras/MAPK ou Akt, levando à fosforilação de CREB (pCREB) (adaptada de Belgacem; Borodinsky, 

2017). 

  

 

Na década de 1990, estudos envolvendo Drosophila e Aplysia mostraram a participação 

direta desse fator de transcrição na formação e plasticidade sináptica da memória (Yin et al., 

1994; Bartsch et al., 1995). Um estudo de Benito e Barco (2010) mostrou que a expressão de 

CREB está envolvida em diversos tipos de memórias em roedores, tais como: aversiva, olfativa 

e espacial. A expressão de CREB, por meio da indução da expressão gênica, é um elemento 

chave na conversão da memória de curto em longo prazo e a diminuição da ação desse fator 

prejudica a LTP, e, consequentemente, a consolidação da memória (Pittenger et al., 2002), pois 
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uma das primeiras vias ativadas durante o processo de LTP é a via de transcrição de genes 

dependentes da expressão de CREB (Poser; Storm, 2001).  

A fosforilação de CREB resulta na ativação da expressão gênica, demonstrando grande 

importância na regulação gênica para a expressão de adaptações neurais e a exposição repetida 

à substâncias psicoativas ou estímulos ambientais, como o estresse, pode promover alterações 

duradouras na expressão desses genes (Nestler 2005; 2008). Dessa forma, a ativação celular é 

necessária para que o indivíduo aumente a atenção à um determinado estímulo, ocasionando 

uma resposta molecular para a aprendizagem e memória (Peoples; Cavanaugh, 2003). 

Adicionalmente, a expressão do gene do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) 

interfere na expressão de pCREB, promovendo um importante papel na plasticidade sináptica 

e função cognitiva (Huang; Reichardt, 2001; Bitner, 2012), tornando-se assim, alvo de ativação 

de CREB (Tao et al., 1998), onde o seu produto proteico está envolvido no processamento da 

aprendizagem e da memória (Alonso et al., 2002; Bekinschtein et al., 2008). 

Sugere-se que a expressão de CREB seja amplamente vista como um componente 

central para a integração de sinais convergentes, tanto intracelulares, quanto extracelulares 

(Kida et al., 2002). A regulação transcricional de genes relacionados à neuroplasticidade está 

particularmente associada à pCREB, correlacionando-se tanto com as medidas fisiológicas, 

quanto com as medidas comportamentais (Mayr; Montminy, 2001). Além disso, o aumento 

funcional da expressão de CREB pode aumentar a plasticidade associativa (Zhou et al., 2009), 

a excitabilidade da rede neural (Won; Silva, 2008) e a probabilidade de participação neuronal 

nos mais diversos tipos de memórias (Suzuki et al., 2011; Middei et al., 2012), enquanto que a 

sua atenuação genética e/ou farmacológica levará a comprometimentos dessa neuroplasticidade 

(Chen et al., 2010). 

O papel das emoções sobre a memória, na modulação dos comportamentos emocionais, 

tem sido objeto de estudo em animais e, dessa forma, dentre as diversas regiões encefálicas 
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envolvidas com a modulação das emoções no processamento da memória, o cerebelo, mais 

especificamente o vérmis cerebelar, desperta grande interesse para o entendimento das bases 

neurobiológicas das emoções, aprendizagem e memória (Sacchetti et al., 2007; Gianlorenço et 

al., 2012). 

 

1.2 O cerebelo 

O cerebelo é um órgão do sistema nervoso supra-segmentar derivado da parte dorsal do 

metencéfalo. Localizado dorsalmente ao bulbo e a ponte, contribui para a formação do teto do 

IV ventrículo e, demonstrando toda a sua importância 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 são separadas por 

fissuras (Machado, 2006). As fissuras prima e póstero-lateral dividem o cerebelo em três lobos 

anatomicamente distintos, denominados: lobo anterior, lobo posterior e lobo flóculo-nodular 

(Lent, 2005). Anatomicamente, ligando os hemisférios cerebelares, distingue-se no cerebelo 

uma porção impar e mediana denominada vérmis cerebelar (Machado, 2006). A Figura 2 mostra 

a superfície do cerebelo formada por um córtex cerebelar, constituído por três camadas, e uma 

substância branca onde alocam-se quatro núcleos 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 superfície cortical e os núcleos profundos 

em seu interior (Lent, 2005). 

 

O cerebelo está envolvido no planejamento e na regulação do movimento, na avaliação 

e organização das informações sensoriais para a realização de uma determinada ação e na 

aprendizagem motora (Kandel et al., 2003; Manto et al., 2012). Nas últimas décadas, os estudos 

envolvendo imagens e modelos computacionais, corroboram as informações de que o cerebelo 

participa de funções motoras e não motoras, destacando a sua participação em funções 

cognitivas e nos processos emocionais (Koziol et al., 2014). Popa e seus colaboradores (2014) 

sugerem que a participação do cerebelo em funções motoras e não motoras relaciona-se à um 

modo comum de processamento das informações, sugerindo que o córtex cerebelar possui uma 

enorme capacidade para estabelecer associações entre diferentes sinais sensoriais, motores e 

não motores.  

O controle motor sofre influência do lobo anterior do cerebelo, enquanto que o lobo 

posterior relaciona-se à cognição e o vérmis cerebelar apresenta contribuição direta para o 

processamento afetivo em seres humanos (Schmahmann et al., 2007). O cerebelo está ligado as 

áreas corticais associativas dos hemisférios cerebrais, como as regiões pré-frontal, occipito-
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parietal e temporal (Bugalho et al., 2006), além de uma ligação bidirecional com áreas 

envolvidas na regulação emocional (Middleton; Strick, 2001). Assim, o cerebelo é fortemente 

conectado ao sistema reticular e áreas límbicas, como a amídala, o hipocampo e o núcleo septal 

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

As lesões cerebelares, além de acarretarem déficits motores relacionados à diminuição 

do tônus muscular, perda de equilíbrio e coordenação, também acarretam déficits cognitivos 

relacionados à perda de funções executivas e modulações emocionais, aprendizagem, atenção, 

habilidades de linguagem e visuoespaciais, reforçando assim, a sua participação nos processos 

cognitivos, especificamente na aprendizagem e na memória (Schmahmann; Sherman, 1998; 

Barrios; Guardia, 2001; Gordon, 2007).  

Evidencias em animais e humanos sugerem o papel do cerebelo na percepção e 

reconhecimento das informações emocionais, bem como na experiência e regulação dos estados 

emocionais em relação 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 evidências para o 

envolvimento do cerebelo, especificamente o vérmis cerebelar, no medo condicionado, 

atribuindo o seu papel na consolidação da memória aversiva, o que poderia contribuir para a 

inibição do comportamento motor (freezing), ou para a sua facilitação (esquiva ou fuga).  

Recentes publicações do nosso laboratório de pesquisa, sugerem que a histamina e seus 

receptores H1, H2 e H3 estão envolvidos na modulação dos processos de aprendizagem e 

memória em camundongos, destacando-se nas etapas de formação e recuperação da memória 

mediante diferentes tarefas, em estruturas como o cerebelo (Silva-Marques et al., 2016; 

Gianlorenço et al., 2015; Costa Neto et al., 2013), a amídala (Fernandes et al., 2016; Serafim et 

al., 2016; Daher; Mattiolli, 2015), o hipocampo (Canto-de-Souza et al., 2015) e o córtex pré-

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

Em estudos prévios desenvolvidos em nosso laboratório, encontramos diferentes efeitos 

da microinjeção de substâncias histaminérgicas em diferentes estruturas encefálicas em 

camundongos testados no labirinto em cruz elevado (LCE) e no teste de esquiva inibitória (EI). 

Ações facilitatórias ou inibitórias para os receptores histaminérgicos podem ser explicadas em 

termos da complexidade das projeções neurais regionalizadas em sítios de histamina (HA) nas 

estruturas encefálicas, nas diferentes redes sinápticas e receptores presentes, e nas interações 

com outros sistemas neurotransmissores (Alvarez, 2009). Gianlorenço e colaboradores (2011) 

investigaram o efeito da microinjeção de HA no vérmis cerebelar em camundongos utilizando 

o LCE e demonstraram que o sistema neural histaminérgico (SNH) e o cerebelo estão 

envolvidos no processo de consolidação da memória emocional, através de uma inibição dose-

dependente da histamina. 

A HA é uma monoamina biogênica, encontrada no encéfalo da maioria das espécies 

animais e possui um importante papel na modulação da aprendizagem e da memória (Prell; 

Green, 1986). É sintetizada a partir da histidina pela enzima histidina descarboxilase, que irá 

converter o aminoácido histidina em histamina, através da descarboxilação oxidativa, sendo 

catabolizada no encéfalo através da telemetilhistamina pela enzima histamina N-

metiltransferase (Lin et al., 1991).  

Os neurônios histaminérgicos originam-se no núcleo tuberomamilar localizados na 

região posterior do hipotálamo, ramificando-se por todo o sistema nervoso central (Song et al., 

2006; Alvarez, 2009), inervando o córtex cerebelar e seus núcleos profundos, desempenhando 

um importante papel como centro regulador da atividade cerebral (Wada et al., 1991). A ação 

dos efeitos biológicos 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 químico que controla funções fisiológicas através da interação com 



26 

 

esses quatro subtipos de receptores histaminérgicos (Parsons; Ganellin, 2006). Evidências 

sugerem uma ligação entre a histamina, a aprendizagem e a memória, sendo que a HA e seus 

receptores estão envolvidos na modulação dos processos de aprendizagem e memória, 

destacando-se nas etapas de formação e recuperação da memória mediante diferentes tipos de 

tarefas (Benetti; Izquierdo, 2012).  

Os receptores H1 têm significativa expressão no córtex cerebral, hipocampo, amídala, 

tálamo, núcleo estriado e cerebelo. Além disso, a ativação dos receptores H1 regula as vias de 

sinalização intracelular e modula a plasticidade neural dos processos cognitivos como a 

aprendizagem e a memória (Lintunen et al., 1998). Esses receptores estão implicados ainda na 

aprendizagem espacial e formação da memória (Zlomuzica et al., 2009). Em um estudo de 

Gianlorenço e colaboradores (2010), o precursor histaminérgico LH, microinjetado no vérmis 

cerebelar, produziu efeito inibitório da memória emocional em camundongos submetidos ao 

LCE e o pré-tratamento com um antagonista dos receptores H1 (CPA), foi capaz de reverter 

esse efeito. Em mamíferos, a neurotransmissão histaminérgica é mediada pelos receptores H1 

e H2 pós-sinápticos e os autoreceptores H3 pré-sinápticos, sendo que este último também atua 

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

Os receptores H3 são expressos no cérebro de mamíferos, particularmente em regiões 

associadas à cognição, como o córtex cerebral, hipocampo e hipotálamo, sendo que a ativação 

de autoreceptores H3 inibe a síntese e a liberação de histamina, enquanto que a ativação de 

heteroreceptores H3 inibe a liberação de neurotransmissores como a acetilcolina (ACh), 

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

Foley e seus colaboradores (2009), sugerem que estratégias estão sendo formuladas para 

o desenvolvimento de drogas antagonistas dos receptores H3 que aumentem a liberação de 

neurotransmissores envolvidos nos processos cognitivos, como a ACh, e os resultados sugerem 
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que o bloqueio da regulação da função histaminérgica desses receptores, pode aumentar os 

mecanismos de neuroplasticidade necessários para uma efetiva consolidação da memória. 

 Os receptores H4 foram identificados recentemente no SNC através da detecção do seu 

RNA mensageiro no cerebelo, amídala, corpo caloso, córtex pré-frontal e tálamo, 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 (eosinófilos e mastócitos), tendo a sua 

função associada aos processos inflamatórios e alérgicos, sendo encontrados em alta densidade 

nos gânglios da raiz dorsal da medula espinal, sugerindo uma possível função na mediação da 

nocicepção (Haas et al., 2008). 

 As bases biológicas do sistema neural histaminérgico e sua atuação no SNC apresentam 

grande importância na modulação dos processos de aprendizagem e memória. Em um estudo 

de Galeotti e seus colaboradores (2013) foi demonstrado que o agonista histaminérgico dos 

receptores H4 VUF-8430, microinjetado intracerebroventricular (i.c.v.) em camundongos, foi 

capaz de reverter o déficit na memória emocional induzido pela escopolamina (antagonista 

colinérgico muscarínico) na caixa de esquiva inibitória (EI).  Ainda sobre o estudo de Galeotti 

et al. (2013), quando o VUF-8430 foi microinjetado per se não apresentou resultados na 

memória emocional na EI; entretanto, no mesmo estudo, mostrou um efeito ansiogênico na 

caixa claro-escuro e, quando utilizada a maior dose no teste do rotarod, os animais apresentaram 

um significante déficit na coordenação motora, aumentando o número de quedas do aparato.  

 O VUF-8430 demostra uma alta afinidade aos receptores H4 e foi caracterizado 

farmacologicamente apresentando uma indução quimiotáxica e, assim, ativando esses 

receptores de forma tão eficaz como a histamina (Lim et al., 2009b). Portanto, esse agonista 

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

2009a). 

O nosso grupo de pesquisa tem investigado a atuação do sistema histaminérgico 

cerebelar na memória emocional de camundongos através dos receptores H1 (Gianlorenço et 

al., 2012), H2 (Gianlorenço et al., 2013) e H3 (Costa Neto et al., 2013). Entretanto, a 

participação 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 clínicas, assim, o 

presente estudo, poderá auxiliar no esclarecimento do papel desses receptores no vérmis 

cerebelar em camundongos, bem como a sua relação com os processos de consolidação da 

memória emocional e atividade locomotora, uma vez que o presente estudo investigou se o 

agonista histaminérgico do receptor H4 (VUF-8430) apresenta efeito na consolidação da 

memória emocional e na aprendizagem locomotora de camundongos submetidos aos testes no 

labirinto em cruz elevado (LCE), na caixa de esquiva inibitória (EI) e no rotarod, bem como na 

ativação da expressão proteica no vérmis e em estruturas clássicas vinculadas a memória 

emocional (amídala, hipocampo e córtex pré-frontal), uma estrutura que recentemente teve o 

seu papel atribuído à memória emocional. 
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2. OBJETIVOS 

___________________________________________________________________________ 

 

2.1     Objetivo Geral 

 Investigar a atuação do sistema neural histaminérgico via receptores H4 na consolidação 

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

na expressão proteica das seguintes estruturas: vérmis cerebelar, córtex pré-frontal, amídala e 

hipocampo. 

 

2.2     Objetivos Específicos   

 Experimento 1: Verificar os efeitos do agonista histaminérgico H4 (VUF-8430), 

microinjetado no vérmis cerebelar, sobre a ansiedade e consolidação da memória 

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 consolidação da memória emocional 

de camundongos submetidos ao teste de esquiva inibitória; 

 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 injeção sistêmica do VUF-8430 ativa a expressão 

proteica no vérmis cerebelar e em estruturas clássicas vinculadas à memória emocional 

(córtex pré-frontal, amídala e hipocampo), através da fosforilação do fator de 

transcrição CREB utilizando a técnica de Western blotting. 



30 

 

3. MATERIAL E MÉTODO 

___________________________________________________________________________ 

 

3.1 Sujeitos experimentais 

Foram utilizados 180 camundongos suíços albinos, machos, experimentalmente 

ingênuos, alojados em grupos com cinco animais em gaiolas de polipropileno (31 × 20 × 13 

cm), mantidos sob um ciclo de 12h de luz (luzes acesas às 7h), em ambiente controlado à 

temperatura de 23 ± 1ºC e umidade de 50 ± 5%, sob intensidade luminosa de aproximadamente 

100 lux. Alimento e água potável foram fornecidos livremente, exceto durante os períodos de 

testes. As sessões experimentais foram realizadas na fase de luz do ciclo, entre 9h e 14h, 

minimizando a influência da variação do ritmo circadiano sobre as respostas comportamentais. 

Os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de São Carlos, protocolo nº 8336250515 (Anexo A) e estão em 

conformidade com as diretrizes brasileiras para o cuidado e a utilização de animais para fins 

científicos e didáticos, elaborada pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). 

 

3.2 Droga  

A droga utilizada foi a Dihidrobromida VUF-8430 {2-[(Aminoiminometil) aminoetil 

ácido carbamimidotioico ester, S-(2-guanidiletil)-isotiureia}, agonista dos receptores 

histaminérgicos H4 (Sigma Chemical Co, St Louis, MO). Para os 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 μl, 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 solução salina estéril 0,9% (SAL) e mantida refrigerada em 

tubos eppendorfs codificados para que o experimentador não tivesse conhecimento do seu 

conteúdo no momento do experimento e durante as análises das imagens gravadas. Os animais 

pertencentes aos grupos controles receberam solução salina com volume equivalente ao da 

droga. 

 

3.3 Procedimento cirúrgico e microinjeção 

Os animais receberam a implantação de uma cânula-guia (25 gauge) de 7 mm de 

comprimento 1 mm acima do vérmis cerebelar baseado nas coordenadas estereotáxicas 

definidas pelo Atlas de Franklin e Paxinos (2001), após anestesiados via intraperitoneal (I.P.) 

com solução de Cloridrato de quetamina (50 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg), em um volume de 10 

ml/kg, além da administração de anestesia local (3% de lidocaína com norepinefrina 1: 50.000). 

A cânula foi fixada no crânio com cimento acrílico (JET resina e líquido polimerizante); um 

mandril foi inserido no interior da cânula-guia para evitar a obstrução da mesma, reduzindo o 

risco de contaminação. O procedimento cirúrgico foi realizado em um aparelho estereotáxico 

(Stoelting Co, Illinois, USA) cujas coordenadas tiveram por base os valores: - 6,5 mm posterior 

ao bregma; e 2 mm ventral à superfície craniana (Franklin; Paxinos, 2001). A analgesia pós-

operatória foi fornecida aos animais por 3 dias, adicionando acetaminofeno (200 mg/ml) na 

água potável em uma proporção de 0,2 ml de paracetamol para 250 ml de água (a concentração 

final foi de 0,16 mg/ml).  

A agulha da microinjeção possuía 8 mm de comprimento (33 gauges) e foi inserida 

dentro da cânula-guia para a infusão da droga, sendo conectada, por meio de um tubo de 
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polietileno (PE-10) à microsseringa Hamilton de 5 μl. Visando a completa recuperação dos 

animais, o procedimento das microinjeções ocorreram no quarto dia após a cirurgia, realizado 

imediatamente após a exposição dos camundongos no primeiro dia de teste e consistiu na 

remoção do mandril, inserção da agulha, injeção da solução por 60 s, permanência da agulha 

por 30 s após o término da infusão e reinserção do mandril. Uma bomba de infusão (Insight BI 

2000 – Equipamentos Científicos Ltda, Brasil) foi programada para injetar 0,1 μl de solução 

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

 

3.4 Grupos Experimentais   

3.4.1 Experimento 1: Os animais receberam microinjeções de SAL (0,9 %) ou VUF-8430 

(0,15 nmol; 0,49 nmol; e 1,48 nmol/0,1 μl) imediatamente após serem expostos ao labirinto em 

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

     

     

Grupos Teste Tratamento Dose N 
 

SAL  LCE SAL −−−−−− 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 microinjeções de SAL (0,9 %) ou VUF-8430 

(0,15 nmol; 0,49 nmol; e 1,48 nmol/0,1 μl) imediatamente após serem expostos à caixa de 

esquiva inibitória (EI) no primeiro dia de teste (pós-D1). 

     

     

Grupos Teste Tratamento Dose N 
 

SAL  EI SAL −−−−−− 10 

 

VUF 0,15 nmol EI VUF 0,15 nmol 12 

 

VUF 0,49 nmol EI VUF 0,49 nmol 12 

 

VUF 1,48 nmol EI VUF 1,48 nmol 12 
 

Tabela 2. Grupos experimentais na EI. 

 

3.4.3 Experimento 3: Os animais receberam microinjeções de SAL (0,9 %) ou VUF-8430 

(0,15 nmol; 0,49 nmol; e 1,48 nmol/0,1 μl) imediatamente após serem expostos ao rotarod no 

primeiro dia de teste (pós-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. 
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3.4.4 Experimento 4: Os animais receberam injeções de SAL (0,9 %) ou VUF-8430 (500 

ng/kg) administradas de forma intraperitoneal (I.P.) e a dose foi baseada em estudos prévios 

desenvolvidos em nosso laboratório. Após 2 h, os animais tiveram os seus encéfalos removidos 

e as amostras foram armazenadas para a realização da técnica de Western blotting. Para essa 

análise foram utilizados 5 animais por grupo em cada estrutura encefálica: vérmis cerebelar, 

córtex pré-frontal, amídala 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 

 

Córtex pré-frontal VUF 500 ng/kg     5 

    
 

SAL  SAL 500 ng/kg     5 

 

Amídala VUF 500 ng/kg     5 

    
 

SAL  SAL 500 ng/kg     5 

 

Hipocampo VUF 500 ng/kg     5 

    
 

Tabela 4. Grupos experimentais submetidos à 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 adaptação dos mesmos ao ambiente. Imediatamente após a realização 

do teste no primeiro dia, os camundongos receberam as microinjeções.  

3.5.1 Labirinto em cruz elevado (LCE) 

O LCE é constituído de acrílico e possui dois braços abertos (30 x 5 x 0,25 cm) e dois 

braços fechados (30 x 5 x 0,25 cm) com as paredes de acrílico em cinza, conectados a uma 

plataforma comum central (5 x 5 cm), elevado 38,5 cm do nível do chão (Figura 3). 

Classicamente, o LCE avalia a ansiedade, pois o comportamento dos animais associado aos 

componentes emocionais durante o teste, expressam o conflito entre a motivação para explorar 

o labirinto e a tendência natural para evitar espaços 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 memória emocional. 

Carobrez e Bertoglio (2005) sugeriram que a utilização do LCE fosse estendida para a 

compreensão das bases biológicas dos componentes emocionais relacionados à aprendizagem 

e memória. Portanto, a ansiedade pode ser inferida pela atividade nos braços abertos durante a 

exposição e a aprendizagem e memória podem ser inferidas através da redução da exploração 

dos braços abertos (entradas e tempo gasto nos braços abertos) durante a reexposição (File, 

1993; Dal-Col et al., 2003). Um estudo de Galvis-Alonso e colaboradores (2010) sugeriu que, 

durante o teste, os animais adquirem informações sobre áreas seguras e perigosas do labirinto 

e o uso de reexposição permite inferir a aquisição, consolidação e retenção da memória 

emocional. 

No LCE, os animais foram colocados individualmente na plataforma central do 

labirinto, com a face voltada para o braço aberto, explorando-o por 5 min., caracterizando o 

primeiro dia de teste (T1). Assim que o animal terminasse a exproração em T1, o mesmo recebia 

o tratamento farmacológico. Após vinte e quatro horas, os camundongos foram reexpostos ao 

labirinto sob as mesmas condições experimentais, entretanto sem o tratamento farmacológico, 

caracterizando T2, o segundo dia de teste (Figura 4). No intervalo entre a troca dos animais, o 

labirinto foi limpo com álcool 5%. 

 

    

 
Figura 4: Desenho experimental no LCE. 
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Todas as sessões foram filmadas por uma câmera digital ligada a um computador em 

uma sala adjacente, para análises posteriores dos camundongos utilizando o software X-Plot-

Rat 3.0 (Becerra-Garcia et al., 2005), considerando: frequência de entradas nos braços abertos 

(EBA, definida quando as quatro patas dos animais estiverem fora da área central) e nos braços 

fechados (EBF); duração do tempo despendido nestes compartimentos aberto e fechado (TBA 

e TBF) e na plataforma central (TC). Estes dados foram utilizados para o cálculo das 

porcentagens de entradas e tempo gasto nos braços abertos (Entradas: [aberto/total] x 100; 

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

Durante a reexposição ao labirinto (T2), a diminuição da atividade nos braços abertos 

(entradas e tempo gasto) foi definida como índice de aprendizagem e memória (Cruz et al., 

1994). A atividade locomotora foi avaliada pelo número de entradas nos braços fechados 

(Rodgers et al., 1997). 

 

3.5.2 Esquiva Inibitória (EI) 

Para a EI, foi utilizada a caixa claro-escuro composta por uma arena em acrílico (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 lâmpada fluorescente fria 

de 20 W (Figura 5). Os dois compartimentos são 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 divisão, ao 

nível do chão. O piso é constituído por barras de aço inoxidável (2,5 mm de diâmetro) 

distanciadas 1 cm entre si, liberando choques elétricos com intensidade de 0,5 mA, por 3s.  
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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 álcool 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. Então, a porta guilhotina abria 

automaticamente e o tempo de latência para o animal atravessar para o compartimento escuro 

foi medido. Depois que o animal atravessou com as quatro patas para o compartimento escuro, 

a porta guilhotina foi fechada e o animal retirado do aparato. Após 30 min. desta habituação, 

foi realizado o treino de aquisição. Nessa sessão, imediatamente após o animal entrar no 

compartimento escuro, a porta guilhotina foi fechada e ocorreram choques em suas patas (0,5 

mA, por 3 s). Após 20 s, o animal foi removido do aparato e colocado em sua caixa. Após 2 

min., o animal foi testado seguindo o mesmo procedimento. Caso não atravessasse para o 

compartimento escuro em até 120 s, indicaria que a aquisição da resposta de esquiva foi obtida 

e se entrasse no compartimento escuro, a porta fechava e o mesmo choque era liberado. Após 

o término do teste em D1, os animais receberam o tratamento farmacológico (Figura 6). 

Figura 5: Caixa de esquiva inibitória (EI). 
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Após vinte e quatro horas, foi realizado um teste de retenção (D2) para avaliar se as 

informações adquiridas foram consolidadas. Os animais foram submetidos às mesmas 

condições do treino realizado em D1, mas sem que houvesse o choque elétrico. A sessão 

encerrava-se quando o animal entrava no compartimento escuro ou após 5 min. Não houve 

tratamento farmacológico em D2 (Figura 6). O aumento ou a diminuição das latências foram 

considerados indicativos de aumento ou redução na consolidação da memória, respectivamente. 

Os experimentos foram gravados e as latências quantificadas pelo pesquisador. 

 

 

 

 

3.5.3 Rotarod para camundongos 

O rotarod para camundongos (Master One CM 5000) é um equipamento confeccionado 

em acrílico, cujas medidas são: 450 x 540 x 350 mm (A x L x C). Contém um cilindro rotatório 

motorizado com aceleração progressiva, podendo variar de 0 a 54 r.p.m. com raio de espaço de 

aproximadamente 2,7 cm (Figura 7). O aparelho possui cinco baias com espaço de 3 cm para 

cada camundongo, de modo que até cinco animais possam ser avaliados por vez e um sistema 

de detecção de queda através de impacto com circuito microprocessado para a cronometragem 

de permanência na baia e contagem de queda dos animais. A latência para queda dos animais 

Figura 6: Desenho experimental na EI. 
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foi medida automaticamente através de um sensor localizado no chão do aparato, parando 

imediatamente o cronometro quando o animal caía. 

 

   

 

 

Os testes no rotarod foram realizados em dois dias consecutivos (R1 e R2). Os 

camundongos caminharam continuamente sobre o cilindro em rotação para evitar a queda. Em 

R1, os animais foram inicialmente mantidos sobre os cilindros por 5 min. para o período de 

habituação ao aparato. Quinze minutos após essa habituação, os camundongos foram 

novamente colocados no rotarod com velocidade de rotação progressiva e invariável 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. Após o término de R1, os animais 

receberam o tratamento farmacológico. Em R2, os animais foram apenas reexpostos sob as 

mesmas condições experimentais de R1, sem que houvessem as microinjeções, caracterizando 

Figura 7: Rotarod para camundongos. 
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a aprendizagem motora (Figura 8). O aumento ou a diminuição das latências foram 

considerados indicativos de aumento ou redução na consolidação da aprendizagem motora, 

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

 

 

 

 

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

Nesse experimento, foi investigado se a injeção 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 síntese proteica, necessária em processos de consolidação da memória, 

ativando a fosforilação do fator de transcrição CREB, no vérmis cerebelar, córtex pré-frontal, 

amídala e hipocampo, utilizando a técnica de Western blotting.  

Os animais foram decapitados após 2 h do procedimento de injeção I.P. de SAL ou 

VUF-8430 (500 ng/kg). Os encéfalos foram retirados e congelados em isopropreno (-50ºC) e 

armazenados até a sua dissecação, realizada em criostato sob temperatura de -20ºC, seguindo 

as coordenadas estereotáxicas do Atlas de Franklin e Paxinos (2001).  

Extratos proteicos nucleares do vérmis cerebelar, córtex pré-frontal, amídala e 

hipocampo foram solubilizados em tampão 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 concentração de 10 μg /15 μl por 

Tabela 3. Grupos experimentais 

Figura 8: Desenho experimental no Rotarod para camundongos. 
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poço, e fervidos por 5 min. a 95°C. As frações proteicas foram submetidas à eletroforese por 

80 min. a 130 V em gel de SDS-poliacrilamida 12% (Acrilamida/Bisacrilamida 29:1, 10% 

SDS). Ao final da separação, as proteínas presentes no gel foram transferidas para membrana 

de nitrocelulose imersa em tampão de transferência (Tris base 25 mM; glicina 192 mM; metanol 

10%) (1 h, a 110 V). As membranas foram coradas com solução de Azul de Coomassie (1% de 

Azul de Coomassie; 10% ácido acético; 50% metanol) por 1 min. e lavadas em solução 

descorante (5% ácido acético; 40% metanol), por 2 min. sob agitação (verificação da eficiência 

do procedimento de transferência). Após a retirada da solução corante, as membranas foram 

incubadas por 1 h à temperatura ambiente em solução bloqueadora TTBS (Tris base: 10 mM; 

NaCl 150 mM) acrescida de 5% de leite desnatado e 0,05% de Tween 20, para bloquear as 

ligações inespecíficas com o anticorpo. Após essa etapa, as membranas foram lavadas em 

solução TTBS (TBS; Tween 20 0,05%) e incubadas com o anticorpo primário anti-CREB-1 

(1:1000, Santa Cruz, Biotechnology) ou anti-pCREB (1:750, Millipore) diluídos em TTBS 

acrescido de leite desnatado 3%, overnight a 4ºC. Posteriormente, as membranas foram lavadas 

com TTBS e incubadas com o anticorpo secundário anti-coelho produzido em cabra e 

conjugado à peroxidase (Jackson Immuno Research Laboratories, Inc, Baltimore Pike, PA, 

EUA) por 1 h em temperatura ambiente e sob agitação constante. A revelação destas 

membranas foi realizada através do kit de quimioluminescência ECL-Amersham. Para essa 

finalidade, foi realizado banho das membranas em ELC por 1 min. e exposição das mesmas ao 

filme sensível à ECL (Thermo Fisher Scientific) nos tempos adequados para cada anticorpo.  

A verificação se houve variação na quantidade de proteína aplicada ao gel foi feita 

através da detecção de α-tubulina. As membranas foram inicialmente submetidas ao banho com 

solução de ácido acético 5% por 10 min., seguido da lavagem por 3x / 10 min. em TTBS sob 

agitação constante. Posteriormente, foi realizado o bloqueio em TTBS acrescido de leite 

desnatado 5% e posterior incubação com anticorpo anti-camundongo monoclonal α-tubulina 
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(1:10.000, Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA), seguido da incubação com anticorpo 

secundário anti-camundongo produzido em carneiro e conjugado à peroxidase (1:600, GE 

Healthcare Life Sciences).  

As autorradiografias foram escaneadas em modo transparência e a intensidade das 

bandas foi quantificada pelo programa Image-Master (Amersham Pharmarcia Biotech). A 

análise dos níveis de CREB e CREB fosforilado (pCREB) foi feita a partir da normalização dos 

valores obtidos de cada banda pela sua respectiva leitura para α-tubulina. Foi obtido o valor da 

relação pCREB/CREB e esses valores foram expressos em porcentagem de aumento em relação 

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

 

3.6 Histologia 

Ao final dos Experimentos 1, 2 e 3 foram realizadas as análises histológicas dos 

encéfalos de todos os animais submetidos aos testes. Após receberem uma dose profunda do 

anestésico com solução de cloridrato de ketamina e xilasina, os animais foram sacrificados e 

receberam microinjeções de 0,1 μl de solução de 1% de azul de metileno, conforme 

procedimento descrito para sua infusão da droga; após serem decapitados, os animais tiveram 

seus encéfalos removidos e acomodados em recipientes contendo solução de formalina (10%) 

ao menos por três dias. Dois dias antes das secções, os encéfalos permaneceram em solução de 

sacarose (20%), em refrigeração por 24h e posteriormente, a solução de sacarose foi trocada 

para (30%), também mantida em refrigeração por 24h. Foram realizadas secções coronais de 

60 μm ao longo do trajeto da cânula, utilizando um micrótomo criostato (ANCAP 300). As 

secções foram inspecionadas por microscópio (Olympus B202) e a visualização da dispersão 

do azul de metileno no trajeto da cânula indicou o local do sitio das microinjeções. Foram 
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excluídos os animais cuja microinjeção não infundiu o vérmis cerebelar ou aqueles que 

apresentaram algum tipo de intercorrência na cirurgia ou durante os testes. 

A Figura 9 consiste em uma representação esquemática dos sítios das microinjeções no 

vérmis cerebelar dos camundongos utilizados nos Experimentos 1, 2 e 3. Foram utilizados 130 

animais para as análises dos dados, sendo 40 animais no Experimento 1, 46 animais no 

Experimento 2 e 44 animais no Experimento 3.  

 

 

 
Figura 9: Representação esquemática dos locais das microinjeções dentro do vérmis cerebelar dos camundongos 

e fotomicrografia do cerebelo de camundongo demonstrando um típico sítio de injeção (indicado pela seta). Os 

cortes estão entre -6,12mm e -6,36mm do bregma de acordo com o Atlas de Franklin e Paxinos (2001). O número 

de pontos é menor do que o total de camundongos utilizados devido à sobreposição.  
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3.7 Análise estatística 

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 análise de variância (ANOVA) de uma via. Para valores de F significativo, foi 

efetuado o teste post-hoc Duncan para comparações múltiplas. Para o Experimento 4, foi 

realizado o teste t-Student para análise entre dois grupos independentes, um grupo controle 

(SAL) e um grupo tratado (VUF). O nível de significância adotado foi o de p < 0,05. As análises 

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

________________________________________________________________ 

4.1 Experimento 1: Efeitos das microinjeções 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 não indicou diferença significativa entre os animais expostos ao LCE sem 

tratamento para todas as medidas avaliadas, o 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 

microinjeções de SAL ou VUF-8430 (0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) no vérmis cerebelar 

pós-T1, nos comportamentos emocionais de camundongos.  

 A ANOVA mostrou diferença significativa na % EBA entre os dias de teste [F (3,36) = 

49,00, p < 0,001]. A análise post hoc Duncan indicou que houve uma redução na % EBA para 

os grupos que foram microinjetados com SAL e VUF 0,15 nmol em T2 comparado à T1 (Pool). 

Além disso, houve um aumento na % EBA para os grupos VUF 0,49 nmol e VUF 1,48 nmol 

em comparação com o grupo SAL em T2 (Figura 10A). Em relação à % TBA, houveram 

diferenças significativas em todos os grupos [F (3,36) = 43,71, p < 0,001]. O teste de Duncan 

indicou que houve uma diminuição na % TBA para os 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 à T1. Além disso, os grupos VUF 0,49 nmol e VUF 1,48 nmol 

aumentaram a % TBA em relação ao grupo SAL em T2 (Figura 10B).  

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

avaliados no Experimento 1. A ANOVA revelou diferenças significativas no TBA [F (3,36) = 
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42,63, p < 0,001), EBA [F (3,36) = 75,54, p < 0,001], TBF [F (3,36) = 14,88, p < 0,0001], TE [F 

(3,36) = 13,09, p < 0,0001] e TC [F (3,36) = 3,47, p < 0,01]. Além disso, a ANOVA não indicou 

diferenças 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]  . 

 

 

 

 

 

 
Figura 10: Efeitos das microinjeções intra-vérmis de SAL ou VUF-8430 (0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) nas 

porcentagens de (A) entradas nos braços abertos (% EBA) e (B) tempo gasto nos braços abertos (% TBA) durante 

T1 e T2 no LCE. A droga foi administrada pós-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 relação à T1 (Pool); # p < 0,05 em relação ao grupo controle (SAL) em T2 (ANOVA, seguida do 

teste post hoc de Duncan). 
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Tabela 5: Efeitos das microinjeções intra-vérmis de SAL ou VUF-8430 (0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol); a droga foi administrada 

pós-T1, nos comportamentos de camundongos expostos e reexpostos ao LCE. 

 

 
 

Valores representam as Médias ± Erro Padrão. TE = total de entradas; EBF = entradas nos braços fechados; EBA = entradas nos 

braços abertos; TBA = tempo gasto nos braços abertos; TBF = tempo gasto nos braços fechados; TC = tempo gasto na área central; 

Imobilidade = tempo de imobilidade dos animais.  

* p ˂ 0,05 em relação à T1 (Pool); # p < 0,05 em relação ao grupo controle (SAL) em T2 (ANOVA, seguida do teste post hoc de 

Duncan). 
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4.2 Experimento 2: Efeitos das microinjeções no vérmis cerebelar de SAL ou VUF-8430 

(0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) na consolidação da memória em camundongos expostos 

(D1) e reexpostos (D2) à uma tarefa de esquiva inibitória (EI) 

  

 Quarenta e seis animais foram utilizados no segundo experimento (ver Tabela 2). A 

ANOVA de uma via não indicou diferença significativa entre os animais expostos à 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 microinjeção de VUF-8430 no vérmis cerebelar de 

camundongos submetidos ao Teste de Esquiva Inibitória. A ANOVA de uma via indicou 

diferença entre os dias de teste [F (3,42) = 6,02, p <0,0002] e o teste de Duncan revelou um 

aumento significativo na latência de retenção em comparação ao registrado em D1 (Pool) para 

os animais que receberam salina (SAL) e VUF (0,15 nmol e 0,49 nmol). Além disso, houve 

diferença significativa entre os grupos em D2 (p < 0,0002) e o teste post hoc Duncan indicou 

uma diminuição da latência de retenção para o grupo VUF 1,48 nmol em comparação com o 

grupo controle que recebeu SAL (Figura 11). 
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Figura 11: Efeitos das microinjeções intra-vérmis de SAL ou VUF-8430 (0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) na 

consolidação da memória de Esquiva Inibitória. SAL (n = 10), VUF 0,15nmol (n = 12), VUF 0,49nmol (n = 12) e 

VUF 1,48nmol (n = 12).  Médias e erro padrão da média para o tempo de latência [segundos (s)]. 

* p ˂ 0,05 em relação à D1 (Pool); # p < 0,05 em relação ao grupo controle (SAL) em D2 (ANOVA, seguida do 

teste post hoc de Duncan). 
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4.3 Experimento 3: Efeitos das microinjeções no vérmis cerebelar de SAL ou VUF-8430 

(0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) na consolidação da memória 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 não indicou diferença significativa entre os animais expostos ao rotarod 

sem tratamento, o que permitiu utilizar os resultados de R1 como Pool (Figura 12).  

 A ANOVA de uma via indicou diferença entre os dias de teste [F (3,40) = 3,51, p < 0,01] e 

o teste de Duncan revelou um aumento significativo na latência de retenção em comparação ao 

registrado em R1 (Pool) para os animais que receberam salina (SAL). Além disso, houve 

diferença significativa entre os grupos em D2 (p < 0,01) e o teste post hoc Duncan indicou uma 

diminuição da latência de retenção para os grupos VUF 0,49nmol e VUF 1,48 nmol em 

comparação com o grupo controle que recebeu SAL (Figura 12). 
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Figura 12: Efeitos das microinjeções intra-vérmis de SAL ou VUF-8430 (0,15 nmol; 0,49 nmol; 1,48 nmol) na 

consolidação 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 padrão da média para o tempo de latência [segundos (s)].  

* p ˂ 0,05 em relação à R1 (Pool); # p < 0,05 em relação ao grupo controle (SAL) em R2 (ANOVA, seguida do 

teste post hoc de Duncan). 
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4.4 Experimento 4: Efeitos das injeções de SAL (0,9 %) ou VUF-8430 (500 ng/kg) na 

expressão de CREB e pCREB no vérmis cerebelar, córtex pré-frontal, amídala e 

hipocampo, utilizando a técnica de Western blotting 

 

 A Figura 13 mostra as bandas fluorescentes representativas obtidas após a 

imunotransferência utilizada na técnica de Western blotting para o total de CREB (tCREB), de 

CREB fosforilado (pCREB) e a α-tubulina nas seguintes estruturas cerebrais: vérmis cerebelar; 

córtex pré-frontal; amídala; e hipocampo. A banda marcada pelo anticorpo monoclonal anti-

CREB utilizado no estudo possuía o peso molecular de 43 kDa. 

 A Figura 14 mostra os resultados obtidos da análise de imunotransferência utilizada na 

técnica de Western blotting para o tCREB e pCREB no vérmis cerebelar, no córtex pré-frontal, 

na amídala e no hipocampo, de uma amostra coletada após injeção I.P de SAL ou VUF (500 

ng/kg) em camundongos. Para o tCREB, o teste t-Student indicou diferenças significativas para 

as seguintes estruturas: vérmis cerebelar [t(8)= 2,95, p < 0,05] e córtex pré-frontal [t(8)= 3,07, 

p < 0,05]; e não indicou diferenças significativas entre os grupos SAL e VUF na amídala [t(8)= 

-0,44, p > 0,05] e no hipocampo [t(8)= -0,45, p > 0,05]. Com relação à pCREB, o teste t-

Student também mostrou diferenças significativas para o vérmis cerebelar [t(8)= 3,21, p < 0,05] 

e para o córtex pré-frontal [t(8)= 2,85, p < 0,05]; e não mostrou diferenças significativas na 

amídala [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 fluorescência da análise de Western blotting de tCREB, 

pCREB e α-tubulina no vérmis cerebelar, córtex pré-frontal, amídala e hipocampo em camundongos. Animais da 

esquerda para a direita (SAL - grupo salina; VUF - grupo tratado). A banda marcada pelo anticorpo monoclonal 

anti-CREB possuía o peso molecular de 43 kDa).  
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Figura 14: Porcentagens dos valores de tCREB e pCREB em comparação ao grupo controle nas seguintes estruturas: vérmis 

cerebelar; córtex pré-frontal; amídala; hipocampo. Os histogramas representam a média ± SEM (n = 5 camundongos por grupo) 

da porcentagem de valores de tCREB e pCREB do grupo VUF em relação ao grupo SAL (* p <0,05). 
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5. DISCUSSÃO  

________________________________________________________________ 

 

5.1 Efeitos da administração 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 inibitória 

 

Os resultados obtidos no Experimento 1 demonstraram que as microinjeções do 

agonista do receptor histaminérgico H4 VUF-8430 nas doses de 0,49 nmol e 1,48 nmol 

prejudicaram a consolidação da memória, uma vez que esse déficit caracterizou-se pelo 

aumento da atividade exploratória dos animais nos braços abertos (% EBA e % TBA) 

observado nos grupos tratados com VUF (0,49 nmol e 1,48 nmol) em relação ao grupo SAL 

durante a reexposição ao labirinto em cruz elevado (LCE).  Além disso, houve um aumento na 

% TBA para esses grupos em T2 comparado à T1. A droga utilizada em suas diferentes 

dosagens não induziu alterações na atividade locomotora, representada pelas entradas dos 

animais nos braços fechados (EBF) no LCE. 

Nesse modelo, é possível avaliar a ansiedade devido ao conflito entre a motivação para 

explorar o labirinto e a tendência natural dos roedores em evitar espaços abertos (Lister, 1990). 

Entretanto, este modelo também foi proposto para avaliar a memória emocional (Carobrez; 

Bertoglio, 2005). Portanto, a ansiedade pode ser inferida pela atividade nos braços abertos 

durante a exposição e a aprendizagem emocional pode ser inferida através da redução da 

exploração dos braços abertos durante a reexposição (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 consolidação da memória emocional em 

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

modelo. 

Além do teste no LCE, modelo classicamente voltado à ansiedade, o Experimento 2 

investigou a resposta comportamental emocional utilizando uma tarefa de esquiva inibitória, 

que é um paradigma experimental efetivo para avaliar a memória 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 pós-D1, houve déficit 

na consolidação da memória emocional, como observado na diminuição das latências 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 EI. Os outros grupos tratados com 

o VUF (0,15 nmol e 0,49 nmol), além do próprio grupo SAL, apresentaram comportamentos 

relacionados ao medo devido ao aumento das latências no segundo dia de teste, tornando-se um 

indicativo da consolidação da memória aversiva nesses animais.  

Os resultados do presente estudo demostraram que a administração intra-vérmis do 

VUF (1,48 nmol) prejudicou a consolidação da informação aversiva em camundongos 

submetidos à 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 memória emocional 

induzido pela escopolamina na EI, entretanto, quando a droga foi microinjetada sozinha, não 

houve efeito na memória emocional neste modelo. Esses resultados diferentes, quanto à 

modulação exercida pelos receptores H4, podem estar relacionados ao estímulo emocional 

atuando como um modulador endógeno essencial para os processos da memória, interagindo 

com agentes ativos mnemônicos fornecidos por fatores exógenos, como por exemplo, a droga 

utilizada em suas diferentes doses (McGaugh, 1989). Essa modulação também pode estar 

relacionada aos locais de injeção, idade e espécie dos animais utilizados para avaliar a memória 

emocional. 
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As projeções histaminérgicas para o vérmis cerebelar podem estar implicadas na 

modulação da formação da memória emocional independente do seu papel nos processos 

motores ou sensoriais, representando uma possível interface entre o estímulo sensório, o estado 

emocional do sujeito e as respostas motoras (Sacchetti et al., 2007; 2009). Resultados recentes 

do nosso laboratório têm traçado as ações da histamina via receptores H1, H2 e H3 no vérmis 

cerebelar usando os modelos do LCE e da EI. Um estudo realizado por Gianlorenço e 

colaboradores (2013) sugeriu que a participação do sistema histaminérgico cerebelar na 

consolidação da memória emocional é dependente de um componente de ansiedade ou de medo, 

indicando que as vias neurais que modulam as memórias relacionadas à esses comportamentos 

são distintas. Níveis elevados de HA no vérmis cerebelar produziram resultados diferentes nos 

animais, na mesma dose, em modelos que avaliaram diferentes funções, sejam com um 

componente de ansiedade, presente no modelo do LCE (Gianlorenço et al., 2011), ou sejam 

com um componente de medo, presente no modelo da EI (Gianlorenço et al., 2015). No presente 

estudo, quando utilizou-se um agonista do receptor H4, ambos os modelos (estímulos mediados 

pela ansiedade e pelo medo) apresentaram comprometimento da consolidação da memória 

emocional.  

Steimer (2002) sugere que a ansiedade e o medo atuam como um sinal de conflito 

motivacional, ou seja, uma ameaça ou um perigo, desencadeando respostas adaptativas 

apropriadas, provavelmente demostrando alguma sobreposição na circuitaria neuronal em 

diferentes áreas encefálicas, 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 funções 

relacionadas à emoção. Além disso, a necessidade operacional em definir a ansiedade e o medo 

surge a partir das concepções de que essas duas categorias de emoção são 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 indivíduo uma maior 

capacidade de adaptação e planejamento (Barlow, 2000), geralmente definida como uma 

antecipação emocional mediante uma situação aversiva. O medo, por outro lado, está ligado à 

uma ameaça real e definida ou à um perigo iminente (Davis et al., 2010). Assim, sugerimos que 

os receptores H4, apesar de possuírem vias diferentes, têm algo em comum, pois ambos os 

modelos, envolvendo ansiedade e medo, demonstraram uma mesma resposta, prejudicando a 

consolidação da memória emocional, independentemente do tipo de estímulo envolvido. 

Tomados em conjunto, os resultados dos Experimentos 1 e 2, contribuíram para explicar 

os efeitos produzidos pelo VUF-8430 em diferentes paradigmas experimentais utilizados para 

avaliar a memória aversiva. Os dois modelos experimentais utilizados nesse estudo, permitiram 

uma avaliação da memória aversiva relacionada aos paradigmas comportamentais distintos. 

Enquanto o LCE, modelo relacionado à ansiedade, baseia-se na prevenção pelas áreas 

potencialmente ameaçadoras adquiridas no primeiro dia de teste, o teste na EI baseia-se na 

evasão condicionada mediante um perigo real, relacionando-se à expressão 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 expressão da memória emocional 

relacionado à ansiedade e ao medo, prejudicando a fase de consolidação quando utilizado o 

agonista VUF-8430 na dose de 1,48 nmol. 
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5.2 Efeitos da administração 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 microinjeções no vérmis 

cerebelar do agonista do receptor histaminérgico H4 VUF-8430 nas doses de 0,49 nmol e 1,48 

nmol diminuíram a latência dos animais submetidos ao teste do rotarod, indicando que essas 

doses prejudicam a consolidação da aprendizagem motora em camundongos quando 

comparadas ao grupo SAL na reexposição (R2). 

Bloedel e seus colaboradores (1991), através da ablação de regiões cerebelares que 

resultaram em uma incapacidade de aquisição de comportamentos adaptativos, sugeriram que 

o cerebelo possui um importante papel na aprendizagem motora atrelado às alterações 

necessárias nos fenômenos adaptativos e condicionados. O cerebelo dispõe de uma acurada 

rede de vias reguladoras para que haja um controle correto em um determinado ato motor, 

agindo na comparação, modulação e ajuste dos estímulos através de suas projeções para áreas 

motoras corticais, contribuindo para a regulação e o planejamento do movimento, bem como 

na aquisição sensorial e organização temporal (Nixon; Passinghan, 2001). Portanto, indivíduos 

com comprometimentos cerebelares apresentam distúrbios na precisão e coordenação dos 

movimentos realizados (Manto et al., 2012). No presente estudo, acreditamos que os déficits 

encontrados no rotarod possam estar ligados à coordenação motora dos animais, uma vez que 

não obtivemos déficits quanto à mobilidade dos animais verificados no LCE (Experimento 1). 

Como a droga é microinjetada no vérmis cerebelar, inferimos que a mesma pode interferir 

diretamente na coordenação motora dos animais submetidos ao rotarod.    

Em um estudo de Song e colaboradores (2006), ao utilizarem o rotarod, observaram que 

a HA microinjetada no núcleo interposto cerebelar em ratos promoveu uma melhora no 

desempenho motor, nas habilidades de equilíbrio e coordenação, onde essa melhora foi 
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atribuída à ativação dos receptores histaminérgicos H2, sugerindo que as projeções 

histaminérgicas hipotálamo-cerebelares podem modular o circuito cerebelar para assegurar a 

precisão dos movimentos. Além disso, a HA excita neurônios do núcleo denteado do cerebelo 

via receptores H2, sugerindo o envolvimento dessas projeções histaminérgicas no planejamento 

e no início 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 consolidação da aprendizagem motora dos animais submetidos ao 

rotarod. 

Como visto, o sistema neural histaminérgico está envolvido na regulação 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 bifásico na atividade locomotora espontânea em ratos, ocorrendo hipoatividade 

transitória inicial seguida por hiperatividade, e que a redução da HA em animais knockout para 

receptores histaminérgicos provoca uma diminuição 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 microinjeção 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 coordenação 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, supõe-se que os 

receptores H3 e H4 tenham um papel distinto e contrastante no encéfalo de mamíferos. O H3 
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atua como autoreceptor nas terminações dos neurônios histaminérgicos e a sua ativação modula 

a liberação e síntese de HA, inibindo a neurotransmissão histaminérgica (Köhler et al., 2011; 

Brown et al., 2001). Por esta razão, inúmeros 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 ativação dos receptores 

H3 nos efeitos farmacológicos produzidos pelo VUF-8430 seja muito improvável, atribuindo 

os efeitos encontrados à sua ação nos receptores H4 encontrados no SNC. 

A expressão central dos receptores H4 foi recentemente descoberta e, por isso, não são 

encontrados muitos estudos embasando-a na literatura. Assim, há a necessidade de maiores 

evidências a fim de auxiliar na orientação para investigações futuras, elucidando o papel desses 

receptores no SNC, além de suas ações e manifestações clínicas, tornando-os potenciais alvos 

terapêuticos. 
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5.3 Efeitos da administração I.P. de SAL (0,9 %) ou VUF-8430 (500 ng/kg) na expressão 

de CREB e pCREB no vérmis cerebelar, córtex pré-frontal, amídala e hipocampo em 

camundongos 

  

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a administração aguda I.P. 

do VUF-8430 (500 ng/kg) induziu uma diminuição dos níveis de CREB e pCREB no vérmis 

cerebelar e no córtex pré-frontal de camundongos, sugerindo que essa dose prejudica a ativação 

de vias de sinalização celular nessas estruturas. Entretanto, não houve alteração dessa expressão 

proteica na amídala e no hipocampo.  

A diminuição dos níveis de CREB e pCREB no vérmis cerebelar em camundongos, 

pode estar relacionado aos eventos bioquímicos associados ao comprometimento cognitivo, 

corroborando os resultados dos experimentos anteriores realizados no presente estudo (LCE, 

EI e rotarod), pois houve déficits na consolidação da memória quando utilizado o VUF-8430 

(1,48 nmol) intra-vérmis nos aparatos supracitados, prejudicando as funções cognitivas e de 

neuroproteção. No entanto, Galeotti e colaboradores (2013), mostraram que a microinjeção 

i.c.v. dessa droga foi capaz de reverter os déficits na memória emocional induzidos pela 

escopolamina na EI. Essas discrepâncias em relação à modulação exercida pelos receptores H4 

podem estar relacionadas à excitação emocional, que é considerada como um modulador 

endógeno fundamental, interagindo com agentes ativos mnemônicos fornecidos por fatores 

exógenos (McGaugh, 1989). No presente estudo, acreditamos que o VUF-8430 induziu uma 

inibição significativa da expressão de CREB no vérmis cerebelar, associando-se ao 

comprometimento cognitivo verificado nos outros experimentos realizados. 

Além disso, houve uma diminuição na expressão de CREB e pCREB no córtex pré-

frontal (CPF). A atenuação da via de sinalização do vérmis cerebelar induzida pelo VUF-8430 

pode ter diminuído a estimulação do CPF, uma vez que as eferências cerebelares visam não 
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apenas áreas motoras corticais, mas também regiões relacionadas à modulação emocional, 

como o próprio CPF, que, por sua vez, está envolvido na atenção e no controle cognitivo. 

Segundo Chen et al. (2010), as atenuações genética e farmacológica da expressão de CREB 

prejudicam a excitabilidade das redes neurais e das funções cognitivas. Estudos mostram que o 

córtex pré-frontal medial (CPFm) pode atuar como uma área de ligação na memória remota de 

forma semelhante à atuação do hipocampo na memória recente, sendo que a separação da 

função do hipocampo e do CPFm na recuperação da memória recente e remota, 

respectivamente, sugere que o CPFm possa tomar parte na função de ligação do hipocampo na 

memória remota (Frankland; Bontempi, 2005; 2006). 

A expressão gênica dependente de CREB no hipocampo por sinalização 

monoaminérgica ou dopaminérgica, facilita a indução de LTP e, consequentemente, facilita os 

processos de aprendizagem e memória (Reymann; Frey, 2007; Barco et al., 2008). A expressão 

de pCREB e BDNF associa-se à neurogênese e contribui para a plasticidade neural do 

hipocampo na habilidade de adaptação em resposta aos mais variáveis estímulos (Lee et al., 

2002; Fujioka et al., 2004). Em contrapartida, a diminuição da expressão de CREB associa-se 

à redução da neurogênese, ocasionando a ansiedade (Nakagawa et al., 2002).  

Nossos resultados também demonstram que o agonista dos receptores histaminérgicos 

H4 falhou em induzir a fosforilação de CREB no hipocampo e na amídala. O comprometimento 

da consolidação da memória emocional induzida pela microinjeção do VUF-8430 no vérmis 

cerebelar verificada nos outros experimentos do presente estudo, pode ter atenuado a 

estimulação neuronal na amídala e no hipocampo, uma vez que a amídala 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 amídala pode estar relacionada à dose 

adotada no presente estudo. 
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Conexões anatômicas diretas e indiretas existem entre o cerebelo e as áreas límbicas 

(Sacchetti et al., 2009). Além disso, evidências apontam que a amídala e o hipocampo estão 

anatomicamente conectados e interagem funcionalmente durante a codificação da memória 

emocional (Richardson et al., 2004; Calandreau et al., 2006). Estudos sugerem que o núcleo 

basolateral da amídala modula as funções do hipocampo durante o condicionamento do medo, 

promovendo uma interação dinâmica entre essas estruturas, influenciando mutuamente os 

processos da neuroplasticidade (Kim et al., 2005; Huff et al., 2006), promovendo a modulação 

da aprendizagem e os processos da memória. Em nosso estudo, a diminuição da expressão de 

CREB no vérmis cerebelar pode ter atenuado a ativação das vias de sinalização na amídala e 

no hipocampo. 

Sabe-se, que a expressão de pCREB está associado à regulação transcricional de genes 

relacionados à neuroplasticidade, correlacionando-se com as medidas fisiológicas e 

comportamentais (Mayr; Montminy, 2001). Segundo Cowansage et al. (2013), respostas 

comportamentais podem ser importantes para equilibrar a plasticidade neural e que há os 

mesmos padrões em diferentes circuitos e, assim, consistente com a teoria de que o feedback 

entre circuitos neurais anatomicamente distintos seja essencial para uma cognição saudável.  

No entanto, apesar da importância bem estabelecida e fundamentada da expressão de 

CREB e pCREB na plasticidade sináptica, as suas contribuições endógenas para a formação da 

memória ainda não são bem caracterizadas na literatura, principalmente no vérmis cerebelar. 

Dessa forma, há a necessidade de uma maior investigação em estudos futuros, do papel 

desenvolvido dessa estrutura na ativação de vias de sinalização celular nas funções cognitivas 

e de neuroproteção, assim como nas estruturas clássicas vinculadas à memória, como o CPF, a 

amídala e o hipocampo. 
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5.4 Discussão final 

 

Os resultados obtidos no presente estudo no LCE, corroboram um estudo desenvolvido 

em nosso laboratório de pesquisa por Gianlorenço e colaboradores (2011), onde a HA 

microinjetada intra-vérmis em camundongos utilizando este mesmo modelo, prejudicou a 

consolidação da memória, sugerindo um possível papel inibitório na memória emocional com 

um componente de ansiedade; entretanto, em um outro estudo também desenvolvido por 

Gianlorenço e colaboradores (2013), ao utilizar a HA intra-vérmis em camundongo na EI, 

houve facilitação da memória 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 inibitório da injeção i.c.v de HA pós-treino, na aprendizagem e na memória emocional 

em camundongos submetidos à EI. 

A ansiedade e o medo atuam como um sinal de ameaça ou um perigo, desencadeando 

respostas adaptativas e, provavelmente, demostrando sobreposição na circuitaria neuronal em 

diferentes áreas encefálicas, bem como nas respostas comportamentais (Steimer, 2002). Além 

disso, Davis e colaboradores (2010), sugerem que essas duas categorias de emoção são 

mediadas no encéfalo por subsistemas compartilhados, porém independentes. De fato, a 

ansiedade pode ser apenas uma forma mais elaborada de medo, proporcionando ao indivíduo 

uma maior capacidade de adaptação e planejamento (Barlow, 2000), sendo definida como uma 

antecipação emocional, mediante uma situação aversiva; já o medo, por outro lado, está ligado 

à uma ameaça definida ou à um perigo iminente (Davis et al., 2010).  

McNaughton e Corr (2004), sugerem que exista uma distinção funcional entre o medo, 

relacionado à essas ameaças definidas, e a ansiedade, relacionada à ameaças distantes ou 

antecipatórias, com funções executadas por dois sistemas neurais paralelos: o medo, com 
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representação neural em níveis inferiores, em áreas como a substância cinzenta periaquedutal, 

o hipotálamo medial e a amídala; e a ansiedade, com maior representação neural em níveis 

superiores, em áreas como a amídala, o sistema septo-hipocampal, o cíngulo posterior e o CPF. 

Assim, o vérmis cerebelar e a amídala, que é uma estrutura presente em ambas as situações, 

podem interagir mediados por conexões anatômicas diretas ou indiretas entre o cerebelo e as 

áreas límbicas (Sacchetti et al., 2009), portanto, os resultados advindos por intermédio do SNH, 

podem estar relacionados ao efeito da HA sobre uma dessas projeções cerebelares.  

No presente estudo, sugerimos a hipótese dos receptores H4 agirem como um elo entre 

a ansiedade e o medo, pois, apesar de possuírem diferentes vias neurais, existe algo em comum 

nas respostas apresentadas pelos animais, visto que nos dois modelos, independente do estímulo 

ser voltado à ansiedade ou ao medo, houve déficits na consolidação da memória 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 memória emocional e no controle motor. No presente estudo, os resultados 

comportamentais obtidos no LCE, na EI e no rotarod, foram corroborados pela análise 

imunohistoquímica, através da técnica de Western blotting, que revelou uma diminuição da 

expressão proteica dos níveis de CREB e pCREB, ou seja, não houve ativação farmacológica 

das vias de sinalização 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 consolidação da memória emocional e no controle 

motor em camundongos. 

O presente estudo foi o primeiro trabalho que investigou a ação de um agonista dos 

receptores H4 (VUF-8430), microinjetado no vérmis cerebelar de camundongos, submetidos à 

diferentes testes comportamentais, bem como à análise de Western blotting verificando a 
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expressão proteica no vérmis e em estruturas classicamente vinculadas à memória, tais como: 

o córtex pré-frontal, a amídala e o hipocampo.  

Desta forma, os nossos resultados possibilitam novas orientações para investigações 

futuras relacionadas à esses receptores, incrementando o conhecimento sobre as bases 

neurobiológicas da formação da memória, caracterizando-os como um provável alvo 

terapêutico nas mais diversas manifestações clínicas, tais como as desordens amnésicas. 
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6. CONCLUSÃO 

___________________________________________________________________________ 

 

Em conclusão, 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 memória 

emocional (LCE e EI), prejudicou a consolidação da memória em camundongos via vérmis 

cerebelar, independentemente da atividade proposta estar relacionada à ansiedade, como no 

LCE, ou relacionada ao medo, como na EI. Em relação ao comportamento motor, o VUF-8430 

(1,48 nmol), também prejudicou a aprendizagem motora dos animais submetidos ao teste do 

rotarod. Além disso, a diminuição da expressão proteica no vérmis cerebelar verificada pelos 

níveis de CREB e pCREB, pode corroborar esses déficits encontrados na consolidação da 

memória.  
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